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1. ZUSAMMENFASSUNG 
Es besteht gegenwärtig eine grosse Nachfrage für assistierte Reproduktionstechniken (ART) 
beim Pferd. Die in-vitro Maturation von equinen Oozyten, ist ein limitierender Faktor in der 
in-vitro Produktion (IVP) von Embryonen bei der Stute. Ein bedeutendes Merkmal von in-
vivo maturierten Oozyten ist, dass sie gegenüber in-vitro maturierten Oozyten eine höhere 
Entwicklungskompetenz haben (Hinrichs, 2010). Die Produktion von in-vitro maturierten 
Oozyten hoher Qualität, ist ein Schlüsselfaktor um die Erfolgsrate der IVP zu verbessern. 
Dies steht in engem Zusammenhang mit den verwendeten Kulturmedien. Eine Verbesserung 
der Medien, könnte einen Fortschritt in der in-vitro Produktion von Embryonen bedeuten. 
Dazu ist eine Gegenüberstellung des Proteinmusters von in-vivo und in-vitro maturierten 
Oozyten bzw. Kumulus-Oozyten-Komplexen (KOK) notwendig. Wegen der engen 
metabolischen Kommunikation zwischen den Kumuluszellen und der Oozyte eignen sich 
Kumuluszellen als einmalige Quelle, um den Metabolismus eines KOK zu untersuchen. In der 
vorliegenden Dissertation wurde das Proteom von Kumuluszellen aus Metaphase II Oozyten, 
von in-vivo und in-vitro maturierten KOK (n=7 pro Gruppe) verglichen. Die KOK aus der in-
vivo Gruppe wurden aus Ovarien von rossigen Stuten gewonnen (Follikel >35mm, 
Uterusödem). Die Stuten wurden 30h nach der Verabreichung von 2500 I.E. von human 
chorionic gonadotropin (hCG) geschlachtet. Die KOKs aus der in-vitro Gruppe wurden aus 
regulär geschlachteten Stuten, welche im Diöstrus waren, gewonnen. Diese KOKs wurden 
während 30h in Maturationsmedium (DMEM + PMSG und hCG) inkubiert. Die 
Kumuluszellen von erfolgreich maturierten Oozyten aus beiden Gruppen wurden in flüssigem 
Stickstoff bis zur weiteren Analyse aufbewahrt. Die kumulusfreie Oozyte wurde auf das 
Vorhandensein eines Polkörperchens untersucht, um eine erfolgreiche Maturation 
nachzuweisen. Die Proteomanalyse wurde am Functional Genomic Center Zürich mittels 
Massenspektrometrie (MS) durchgeführt. Ein adaptiertes filterunterstütztes Protokoll für die 
Probenvorbereitung wurde für die Zelllyse und Proteinverdauung verwendet. Die Analyse 
wurde mittels Nano-HPLC MS/MS durchgeführt und die Progenesis QI Software für die 
Datenanalyse verwendet. Es konnten insgesamt 2060 quantifizierbare Proteine in den 14 
Proben gefunden werden, wovon 248 Proteine (12%) zwischen den zwei Gruppen 
unterschiedlich stark exprimiert waren (fold change >2, p<0.05). Davon waren 104  Proteine 
(5%) in der in-vivo Gruppe und 144 Protein (7%) in der in-vitro Gruppe signifikant 
hochreguliert. Mit Hilfe einer „Enrichment“ Analyse in der „String“-Datenbank konnten in 
der in-vivo Gruppe 22 Proteine (p<0.05) der signifikant überrepräsentierten Gruppe 
„Komplement- und Koagulationskaskade“ zugeordnet werden. Dazu gehören Proteine des 
innaten Immunsystems, welche eine wichtige Rolle im Ovulationsprozess spielen. Ein 
weiteres interessantes in-vivo hochreguliertes Proteine ist das Cystein-rich secretory protein 
(CRISP), welches zum ersten Mal in equinen Kumuluszellen gefunden wurde. Von weiterem 
biologischem Interesse sind das Versican core protein (Vcan), Fibronectin, Inter-alpha-trypsin 
inhibitor heavy chain (ITIH), Hemoglobin und das Zona Pellucida sperm-binding protein 3 
(ZP3R). Bei den in-vitro hochregulierten Proteinen fanden sich in der „Enrichment“ Analyse 
keine überrepräsentierten Proteine, welche zu einer biologisch interessanten Gruppe 
zugeornet werden konnten. Eine Reihe biologisch interessanter Proteine wurden zur 
Diskussion in dieser Arbeit ausgewählt: fatty acid-binding protein (FABP), Hsp70-binding 
protein1 (Hsp70), Matrix metalloproteinase-19 (MMP), Secreted frizzled-related protein 4 
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(SFRP) und Serpin B6. Es sind alles Proteine, die in den Zusammenhang mit Hitzeschock und 
oxidativem Stress gebracht werden können. Sämtliche hochregulierten Proteine liefern 
Ansätze, wie Kulturmedien in der assistierten Pferdereproduktion verbessert werden könnten. 
Dazu sind weitere Versuche nötig, um die Dynamik der unterschiedlich exprimierten Proteine 
während der Maturation zu untersuchen und die Ergebnisse in das klinische ART Labor zu 
übertragen. 
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2. SUMMARY 
There is currently great interest in assisted reproduction techniques (ART) in the horse, 
however the limiting factor is still the in-vitro maturation (IVM) for the in-vitro production 
(IVP) of equine embryos. A notable feature of equine oocytes is that those, which are matured 
in-vivo, have higher developmental competence than oocytes matured in-vitro. Because of the 
close metabolic communication between the cumulus cells and the oocyte, cumulus cells 
represent a unique source to study metabolism of equine cumulus oocyte complexes (COCs). 
The aim of this study was to investigate alterations in the proteome of cumulus complexes 
(CC) corresponding to single cell Metaphase II oocytes matured in-vivo and CC matured in-
vitro (n=7 in each group). COCs matured in-vivo were collected from mares in oestrus 
(follicle >35mm, uterine oedema). These mares were slaughtered 30 hours after injection of 
2500 I.U. of human chorionic gonadotropin (hCG). COCs matured in-vitro were collected 
from regular slaughtered mares in dioestrus. They were incubated in maturation medium 
(DMEM+PMSG and hCG) for 30h. CC were separated from their oocyte, washed in PBS, 
and stored in liquid nitrogen. The cumulus free oocyte was examined for extrusion of the first 
polar body, to assure successful maturation. Proteome analysis was conducted by a mass 
spectrometry (MS) based approach. An adapted filter-aided sample preparation protocol was 
used for cell lysis and protein digestion. MS was performed by nano-HPLC MS/MS and 
Progenesis QI software (Nonlinear Dynamics) was used for data analysis. Two thousand and 
sixty quantifiable proteins were detected in the 14 samples, of which 248 (12%) proteins were 
differently expressed between the groups (fold change >2, p<0.05). One hundred and four 
proteins (5%) were upregulated in the in-vivo matured MII COC and 144 (7%) in the in-vitro 
matured. Enrichment analysis using the String-Database revealed 22 proteins (p<0.05) in the 
in-vivo group which could be assigned to the significantly overexpressed metabolic pathway 
of the complement and coagulation cascade. Part of this metabolic pathway is made up of 
several proteins of the innate immunsystem, which plays an important role in the ovulatory 
process. Another important protein of biological interest, overexpressed in in-vivo matured 
COCs, was the cysteine rich secretory protein (CRISP), found for the first time in equine 
cumulus cells. Further proteins of biological interest is the Versican core protein (Vcan), 
Fibronectin, Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain (ITIH), Hemoglobin and the Zona 
pellucida sperm-binding protein 3 (ZP3R). The enrichment analysis in the in-vitro group 
showed no overrepresentation of proteins that could be assigned to biological interesting 
groups. Some other interesting proteins of the in-vitro group were chosen for the discussion: 
fatty acid binding protein (FABP), Hsp70-binding protein1 (Hsp70), Matrix 
metalloproteinase-19 (MMP), Secreted frizzled-related protein 4 (SFRP) und Serpin B6. 
Several proteins overexpressed in the in-vitro matured group are connected to heat shock or 
oxidative stress. This study characterizes major alterations in the cumulus proteome through 
the ex-vivo maturation process of COCs. These findings may contribute to improvements in 
the limited success of equine IVF. Further investigations on the dynamics of the differentially 
expressed proteins during the maturation procedure are necessary to corroborate these results 
and transfer them to the clinical ART lab. 
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3. EINLEITUNG 
Die in-vitro Fertilisation (IVF) beim Pferd hat heutzutage immer noch eine sehr schlechte 
Erfolgsrate. Dies ist unter anderem auf die schlechte in-vitro Maturation der Oozyten 
zurückzuführen. Die Produktion und Selektion von in-vitro maturierten Oozyten hoher 
Qualität ist ein Schlüsselfaktor, um die Entwicklungskompetenz von in-vitro produzierten 
Embryos zu verbessern. Die meisten Fortschritte, welche in den letzten Jahren in der 
Anpassung von Kulturmedien gemacht wurden, beruhen auf empirischen Daten. Es sind 
grundlegende Untersuchungen nötig, um Unterschiede im Metabolismus von Kumulus-
Oozyten-Komplexen (KOK) aus in-vivo und in-vitro maturierten Oozyten aufzudecken. 
Kumuluszellen wiederspiegeln den Gesundheitszustand von Oozyten und stellen damit einen 
vielversprechenden Ansatz für eine nicht invasive Untersuchung der Oozytenqualität dar. Die 
Stute wurde als Forschungsmodell ausgewählt, weil es beim Pferd eine beträchtliche und 
steigende Nachfrage an der assistierten Reproduktion gibt. Wegen der ähnlichen ovariellen 
Physiologie kann die Stute zudem als Modell für die humane Reproduktion angesehen 
werden. Die Arbeitshypothese besteht darin, dass Analysen mittels „Proteomics“ ein 
vielversprechendes Werkzeug darstellen, um den Metabolismus von KOK’s besser zu 
verstehen und Biomarker für eine verbesserte Vorhersage über den Maturationsgrad und die 
Entwicklungskompetenz von equinen Oozyten zu finden. Zusätzlich können mit diesem 
Wissen Kulturmedien und IVF Programme angepasst und verbessert werden. Die Selektion 
von Oozyten mit der höchsten Entwicklungskompetenz soll die Überproduktion von 
Embryonen verhindern, was aus ethischer Sicht speziell in der humanen assistierten 
Reproduktion von grossem Interesse ist.    
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4. LITERATURÜBERSICHT 
4.1. Entwicklung von Follikel und Eizellen 
4.1.1. Oogenese 
Die Anatomie des Pferdeovars weist eine tierartliche Besonderheit auf, was das Verhältnis 
von Rinde und Mark betrifft. Während sich bei den anderen Haustierarten die Ovarien in eine 
äussere Rinden- (Zona parenchymatosa) und eine innere, gefässreiche Markzone (Zona 
vasculosa) gliedert, sind beim Pferd die Verhältnisse gerade umgekehrt. Die Zona vasculosa 
liegt aussen an der Oberfläche des Eierstocks und ist von der Serosa überzogen. Die Zona 
parenchymatosa, welche die Funktionsgebilde des Ovars enthält, ist im Inneren des Organs 
und erreicht die Ovaroberfläche nur in der sogenannten Ovulationsgrube. Nur hier finden 
Ovulationen statt. Während der Follikelreifung wachsen die sich vergrössernden Follikel in 
Richtung der Ovulationsgrube, und erreichen dabei einen Durchmesser von 4.5-6 cm. Die 
ovarielle Oberfläche ist mit Keimdrüsenepithel überzogen, das bei jungen Tieren noch aus 
kubischen Zellen besteht, später jedoch abflacht und zum serösen Überzug modifiziert 
(Squires et al., 1974).  
Die Eizellbildung, Oogenese, vollzieht sich in der Rindenschicht des Ovars, und findet ihren 
Abschluss nach dem Eisprung bei der Befruchtung. Die Oogenese beschreibt die 
Differenzierung von diploiden Urkeimzellen, oder Primordialkeimzellen, zu haploiden 
Oozyten. Die Primordialkeimzellen sind bei Säugetieren zunächst extraembryonal gelegen, 
und zwar im Epithel des Dottersackes (Dottersackentoderm) und bereits früh durch ihre hohe 
Aktivität der alkalischen Phosphatase von den anderen somatischen Zellen abzugrenzen. 
Bereits in den ersten Wochen der Embryonalentwicklung wandern die Primordialkeimzellen 
durch amöboide Bewegung in die Gonadenanlage ein (Schnorr, 2011). Bei der Wanderung in 
die Gonadenanlage und später in deren Kortex, durchlaufen die Primordialkeimzellen mehrere 
Mitosezyklen. Sie differenzieren dort zu mitotisch aktiven Oogonien, welche noch pränatal in 
die Prophase I der ersten meiotischen Teilung eintreten. Die erste Reifungsperiode umfasst 
das Wachstum der Oogonien zu den primären Oozyten. Dieser Prozess erfolgt bereits vor der 
Geburt, und wird als 1. Reifeteilung bezeichnet. Kurz nach dem Beginn der 1. Reifeteilung 
wird diese arretiert, und die primären Oozyten treten in eine längere Ruhephase (Diakinese) 
ein, die erst zu Beginn der präovulatorischen Follikelreifung beendet wird. Beim Pferd dauert 
dieser Prozess bis zur Geschlechtsreife, welche bei der Stute im Alter von 2-4 Jahren einsetzt. 
Die primären Oozyten verfallen zunächst bis zum 150. Trächtigkeitstag weitestgehend der 
Atresie, so dass es erst ab dem 150. Trächtigkeitstag zur Bildung von Primordialfollikeln 
kommt, welche von einem einschichtigen Plattenepithel umgeben sind (Deanesly, 1975). 
Damit ist die maximale Anzahl Oozyten im Ovar, bei der Stute zwischen dem 180. und 200. 
Trächtigkeitstag, schon pränatal festgelegt. In jedem Ovar macht das einen Pool von ca. 
35‘000 primären Oozyten aus (Driancourt, 2001). Beim Eintritt der Geschlechtsreife beginnt 
die Follikulogenese. Darunter wird der Prozess verstanden, indem einige Follikel den 
ruhenden Pol verlassen und sich über verschiedene Entwicklungsstadien bis zur 
Ovulationsreife bzw. bis zur Atresie entwickeln. Die Population der ovariellen Follikel kann 
in einen ruhenden (Primordialfollikel) und einen wachsenden (Primär-, Sekundär-, 
Tertiärfollikel) Follikelpool unterteilt werden (Kanitz et al., 2003). Dabei hat die Oozyte ihre 
endgültige Grösse von 120-130 µm erreicht (Fair, 2010). Durch Umwandlung und Teilung 
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der Zellen der Membrana granulosa entsteht aus dem Primordialfollikel ein Primärfollikel. 
Das flache Follikelepithel wird kubisch und schliesslich zylindrisch. Um die Eizelle beginnt 
der Aufbau der azellulären Zona pellucida als zusätzliche Glykoproteinschicht. Die 
Entwicklung geht weiter zum Sekundärfollikel dessen charakteristisches Kennzeichen die 
Vermehrung der Follikelzellen ist.  Durch Gonadotropine wird eine starke mitotische 
Aktivität bei den Follikelzellen initiiert. Dabei setzt die Proliferation an zwei 
gegenüberliegenden Polen ein, so dass ein ovoider Follikel entsteht. Die Oozyte wächst in 
diesem Prozess annähernd zu ihrer endgültigen Größe heran und die strukturelle 
Differenzierung des Zytoplasmas setzt ein. Sie wird von mehreren Schichten (5-10) von 
Follikelzellen umgeben. Bereits in diesem Follikelstadium differenzieren die Follikelzellen zu 
Corona-radiata-Zellen, die die Oozyte strahlenförmig umgeben, den Basalzellen außen an der 
Basalmembran des Follikels und den Intermediärzellen dazwischen. Ein weiterer wichtiger 
Prozess bei der Entstehung eines Sekundärfollikels ist die Bildung der Zona pellucida. Sie 
stellt eine feinfibrilläre, glykoproteinreiche Grenzschicht mit einer Dicke zwischen 12 und 13 
μm dar. Sie wird hauptsächlich von der Oozyte durch Sekretion von Proteinen im Spaltraum 
zwischen der Oozyte und den anliegenden Follikelzellen (perivitelliner Raum) gebildet. 
Aufgaben der Zona pelucida sind unter anderem die Nährstoffregulation, die Verhinderung 
von Polyspermie und die zu frühe Nidation des Embryos in die Gebärmutterschleimhaut. Die 
Follikelzellen der Corona radiata bilden Fortsätze durch die Zona pellucida aus, die über 
Desmosomen mit der Oozyteverbunden sind (Schnorr, 2011). Der Übergang zu einem 
Tertiärfollikel ist gekennzeichnet durch die Ausbildung eines flüssigkeitsgefüllten 
Hohlraumes, dem Antrum folliculi. Diese Entwicklung beginnt beim equinen Follikel ab 
einem Durchmesser von 0.3 mm (Driancourt et al., 1982). In diesem Stadium lässt sich bereits 
eine Erweiterung der Interzellularspalten lichtmikroskopisch erkennen. Durch ein 
Zusammenfliessen der Flüssigkeit bildet sich schliesslich die Follikelhöhle. Sie vergrössert 
sich durch ständige Sekretion von Follikelflüssigkeit (Liquor follicularis), einer 
hyaluronsäure- und eiweissreichen Flüssigkeit, welche hauptsächlich von den Granulosazellen 
sezerniert wird (Schnorr, 2011). Der Follikel nimmt erheblich an Umfang zu und die ca. 125 
µm grosse Eizelle wird exzentrisch in den Eihügel, Cumulus oophorus, verlagert. 
Die Follikulogenese stellt einen dynamischen Prozess dar, bei dem regelmässig eine Kohorte 
der ruhenden Primordialfollikel aktiviert wird und in die Wachstumsphase eintritt. Die 
Follikelentwicklung wechselt von einem kontinuierlichen zu einem wellenförmigen 
Wachstum (Fortune, 1994). Eine Follikelwelle beinhaltet das simultane Wachstum mehrerer 
Follikel, das bei Stuten zwei bis drei Millimeter Querschnittserweiterung des Follikels pro 
Tag beträgt (Gastal et al., 2004). Mit Hilfe der Ultraschalltechnik wurde es möglich, das 
wellenförmige Follikelwachstum von Follikeln, mit einer Mindestgrösse von zwei 
Millimetern bei Stuten zu beschreiben (Donadeu and Pedersen, 2008). Während eines 
Zykluses lassen sich bei Stuten bis zu zwei Follikelwellen beobachten (Ginther et al., 2004a). 
Allerdings zeigen nur 25% der Stuten eine zweite Follikelwelle, die sich während der ersten 
Hälfte des Diöstrus entwickelt. Sieben Tage vor der Ovulation und bei Stuten mit zwei 
Follikelwellen zusätzlich am Zyklustag fünf, lassen sich bei den Follikeln einer 
heranwachsenden Follikelkohorte unterschiedliche Wachstumsgeschwindigkeiten feststellen 
(Ginther et al., 2003). Während ein oder auch zwei Follikel ein Wachstum von zwei bis drei 
Millimeter am Tag beibehalten, verlangsamen die subordinanten Follikel ihr Wachstum und 
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gehen in Regression über (Ginther and Utt, 2004; Ginther et al., 2007a). Dieser Vorgang wird 
als Deviation bezeichnet. Der Follikel mit dem Wachstumsvorteil erwirbt während des 
Deviationsprozesses die Funktion zur Ausbildung der Dominanz in der Follikelkohorte. Der 
Ausprägung der Dominanz geht ein Prozess der Follikelselektion voraus, der bis zur 
Deviation der Follikel anhält. Am Selektionsprozess sind eine Vielzahl von Proteinen und 
Steroiden beteiligt. Dazu gehören insbesondere Östradiol, Inhibine, Aktivine, Follistatin und 
Proteine der IGF (immun-like growth factor) Gruppe. Sie wirken über parakrine Wege 
unterstützend oder inhibierend auf die Wirkung der hypophysären Gonadotropine (Fortune et 
al., 2004). Obwohl das Grössenwachstum von verschiedenen Follikeln zu Beginn einer 
Follikelwelle vergleichbar ist, kann der zukünftige dominante Follikel bereits sechs Tage vor 
der Deviation an einem Grössenvorteil erkannt werden (Gastal et al., 2000). Bis zur Deviation 
besitzen noch alle grösseren Follikel einer Wachstumswelle das Potential zur Ausprägung der 
Dominanz (Gastal et al., 2004; Ginther et al., 2004b). Erst nach der Deviation mit dem Ende 
des Selektionsprozesses geht den zweitgrößten Follikeln dieses Potential verloren. In der 
Regel erlangt nur ein Follikel die Dominanz über die subordinanten Follikel der Kohorte, 
jedoch lassen sich in bis zu 30% der Östren Doppelentwicklungen von dominanten Follikeln 
beobachten (Hohenhaus and Bostedt, 1992). Der dominante Follikel ist in der Lage bis zum 
Zyklusende auf einen Durchmesser von 35-55 mm heranzuwachsen. Im weiteren Verlauf der 
Follikelreifung entwickelt sich der dominante Follikel zum präovulatorischen Follikel. Dabei 
nimmt die Rezeptorexpression für das luteinisierende Hormon (LH) in den Theka- und 
Granulosazellen unter dem Einfluss der steigenden systemischen LH-Konzentration weiterhin 
zu. Die im Diöstrus nur moderat ansteigenden peripheren LH-Konzentrationen, die essenziell 
für das Wachstum des dominanten Follikels sind, zeigen zu Beginn der Rosse einen zweiten 
schnellen Anstieg und bleiben für etwa sieben Tage auf einem hohen Niveau. Die periphere 
LH-Konzentration erreicht bei Stuten einen Tag nach der Ovulation das Maximum (Ginther et 
al., 2007b). Die hohen LH-Konzentrationen sind verantwortlich für die Ausprägung der 
ovulatorischen Kompetenz des dominanten Follikels und die damit verbundene 
ovulationsauslösende Wirkung von LH (Donadeu and Watson, 2007). Bereits ab einem 
Follikeldurchmesser von 25 mm kommen die meisten dominanten Follikel durch eine 
Applikation des LH-Rezeptoragonisten human chorionic gonadotropin (hCG) zur Ovulation 
(Cuervo-Arango and Newcombe, 2008). HCG besteht aus zwei Proteinketten, welche 
Galactose und Hexosamine beinhalten. Es wird in den Mikrovilli des Choreons der 
menschlichen Plazenta gebildet, und hat die höchste Konzentration zwischen dem 35. und 50. 
Tag post conceptionem. Beim Mensch ist es ein essentielles Luteotropin, um die luteale 
Funktion zu stimulieren und aufrecht zu erhalten bis die Plazenta selber genügend ausgebildet 
ist, um eine Schwangerschaft zu gewährleisten. Wenn hCG Stuten im mittleren oder späten 
Östrus injiziert wird, kann die Ovulation und die Maturation der Oozyte beschleunigt werden. 
Der Östrus wird somit auch verkürzt. Unter dem Einfluss von Östrogen während der Rosse 
kommt es zu einer Ödematisierung des Uterus. Anhand des Ödems kann man zwischen 
diöstrischen, und östrischen Follikeln unterscheiden. Ab einem Follikeldurchmesser von 35 
mm im Östrus gilt die Ovulation als Reaktion auf eine Applikation von 2500 IE hCG als 
sicher (Gastal et al., 2006). Wird einer Stute mit einem präovulatorischen Follikel mit einem 
Durchmesser von mehr als 32 mm der LH-Rezeptoragonist hCG in einer Dosis von 2500 IE 
verabreicht, finden die meisten Ovulationen in einem Zeitintervall von 30 bis 48 Stunden 
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nach der Injektion statt (Gastal et al., 2006). Ohne Ovulationsinduktion ist der 
Follikeldurchmesser zum Zeitpunkt der Ovulation bei 90% der Follikel allerdings grösser als 
35 mm und erreicht Durchmesser von bis zu 55 mm. Die Follikelgrösse bei der 
Verabreichung von hCG ist also entscheidend. Diverse andere Studien zeigen, dass im 
Durchschnitt ca. 85% aller Stuten, welche eine Follikelgrösse > 35 mm aufweisen, innerhalb 
von 48 h ovulieren. Barbacini et al. (2000) zeigten, dass nur 76% der Stuten mit einem 
Follikel von 35 mm Grösse innerhalb 25-48 h nach der Verabreichung von 2000 IU hCG 
ovulieren. Diese Studien varieren zum Teil aufgrund der Pferderasse, welche für die Versuche 
ausgewählt wurde. Andere Studien zeigen deutlich, dass unter kontrollierten Bedingungen 
90% der Stuten in 36h ± 4h ovulieren (Barbacini et al., 2000). Es muss aber immer beachtet 
werden, dass die Ovulation auch vor 36 h ab der hCG Verabreichung auftreten kann. Bei 
Barbacini et al. (2000) haben 50% der Stuten vor den 36 h ovuliert. Um Oozyten von hCG 
stimulierten präovulatorischen Follikeln zu gewinnen, muss die ovarielle Aktivität mittels 
Ultrasonografie aufgezeichnet werden, sodass ab einer Follikelgrösse > 35 mm das hCG 
verabreicht werden kann. Für die Gewinnung der reifen Oozyte aus dem Follikel muss 
mindestens 24 h nach hCG Verabreichung gewartet werden, dass eine genügende 
Kumulusexpansion gewährleistet ist. Jedoch sollte man 35 h nicht überdauern, sodass es zu 
keiner Ovulation kommt (Hinrichs et al., 2000). 
Wenn der Follikel seine Endgrösse erreicht hat, kommt es in einem umschriebenen Gebiet in 
der Follikelwand zur Bildung einer dünnen, anämischen, hellen Stelle. Das Stratum 
granulosum löst sich auf, wobei die Zellen phagozytiert oder in die Follikelflüssigkeit 
abgestossen werden. Der Vorgang wird durch proteolytische Enzyme der Granulosazellen 
beschleunigt, die gleichzeitig die Bindegewebszüge der Follikelwand angreifen. Die Ruptur 
an dieser Stelle (Ovulationsgrube) ist weniger die Folge weiterer intrafollikulärer 
Drucksteigerung, sondern in erster Linie auf die Aktivität der Enzyme und auf die lokale 
Ischämie zurückzuführen. Der Eisprung selbst erfolgt selten explosiv, meistens quillt die 
leicht visköse Flüssigkeit aus dem Follikel langsam hervor. Mit dem Flüssigkeitsstrom 
gelangt die Eizelle mit ihrem Cumulus oophorus in die freie Bauchhöhle und wird von dem 
durch die Zilien des Eileitertrichters erzeugten Sog erfasst und in die Tubenöffnung 
transportiert (Schnorr, 2011). 
4.1.2. Meiose 
Die Vollendung der Meiose gehört zum letzten Schritt in der Oogenese und führt dazu, dass 
die Oozyte maturiert wird, so dass es zu einer Befruchtung und dadurch zu einer embryonalen 
Entwicklung kommen kann (Thomas et al., 2004; Sirard and Coenen, 2006). Dabei wird 
zwischen der Kernreifung, und der Reifung des Zytoplasmas unterschieden. Modifikationen 
im Metabolismus einer Oozyte, die sich ändernde Organisation der Organellen im Zytoplasma 
und die Synthese von mRNAs, Proteinen und Transkriptionsfaktoren wird als 
zytoplasmatische Reifung zusammengefasst (Levesque and Sirard, 1995), während die 
Reduktionsteilung der Chromosomen als Kernreifung beschrieben wird (Memili et al., 2007). 
Die zytoplasmatische Reifung stellt den wesentlich komplexeren Prozess dar, weil die 
Syntheseprodukte über den gesamten Prozess der Maturation, der Fertilisation, und der 
Embryonalentwicklung zu bestimmten Zeitpunkten benötigt, aktiviert und verbraucht werden 
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(Ferreira et al., 2009). Verschiedene Studien zeigen, dass es für die volle 
Entwicklungskompetenz einer Oozyte eine synchrone nukleäre und zytoplasmatische 
Maturation braucht (Sun and Nagai, 2003; Krisher, 2004). Ungenügende zytoplasmatische 
Reifung kann dazu führen, dass die Umstellung vom maternalen zum embryonalen Genom 
nicht fehlerfrei stattfindet und als Folge ein weiteres Wachstum ausbleibt (Vassena et al., 
2003). In Mäuseoozyten konnte aber auch gezeigt werden, dass es ebenfalls zu einer 
Entwicklungskompetenz kommen kann, wenn die zytoplasmatische Reifung und die 
Kernreifung unabhängig voneinander ablaufen (Eppig, 1996). Bis jetzt gibt es keine 
zuverlässige Methode, mit der man eine vollständige zytoplasmatische Reifung messen kann, 
abgesehen von einer erfolgreichen Fertilisation und Embryonalentwicklung (Krisher, 2004). 
Wie in Kapitel 4.1.1. schon beschrieben wird, befinden sich die Oozyten im wachsenden 
Follikel in der Prophase I, im Diplotän der ersten meiotischen Teilung. In diesem Stadium ist 
das Chromatin in kondensierter Form anzutreffen, und der Nukleus, auch als Germinalvesikel 
(GV) bezeichnet, beinhaltet einen oder mehrere Nucleoli (Memili et al., 2007). Unter der 
Stimulation von LH kommt es zur Wiederaufnahme der Meiose, was zum so genannten 
Germinalvesikelbreakdown (GVBD) führt (Fan and Sun, 2004). Der GVBD stellt einen 
entscheidenden Schritt der Meiose dar. Früher ging man davon aus, dass der LH Anstieg 
direkt ein Signal auf den Kumulus-Oozyten-Komplex (COC) ausübt, und so die Maturation 
einleitet. 2004 konnten Park et. al. zeigen, dass der LH Anstieg zuerst zur Produktion der 
epidermal growth factor-like (EGF) Faktoren Amphiregulin (AREG) und Epiregulin (EREG) 
führt (Park et al., 2004). Sie werden von den Granulosa- und Kumuluszellen gebildet und 
binden an EGF Rezeptoren an den Kumuluszellen und bewirken deren Expansion (Johnson et 
al., 1993). EGF-like Faktoren stimulieren auch die Genexpression in Kumuluszellen, was 
unter anderem auch die Produktion von Hyaluronsäure ermöglicht, und die Organisation der 
Zellen in der extrazellulären Matrix beeinflusst. Gleichzeitig wird von der Oozyte das bone 
morphogenic protein 15 (BMP15) und der growth differentiation factor 9 (GDF9) sekretiert 
(Dong et al., 1996). Diese Proteine sind wichtig für eine korrekte Differenzierung der 
Kumuluszellen, was wiederum essentiell für eine normale Oozytenmaturation ist (Eppig et al., 
2001; Gilchrist et al., 2006). Park et al. (2004) konnten zeigen, dass das Zusammenspiel von 
AREG und EREG sowie die von den Oozyten sekretierten Faktoren BMP15 und GDF9 einen 
positiven Einfluss auf die Entwicklungskompetenz der Oozyte hat (Park et al., 2004). Die 
Wirkung beruht vor allem auf einem effizienten Metabolitentransfer via gap junctions von 
den Kumuluszellen zur Oozyte. Für die Kumulusexpansion sind die Faktoren AREG und 
BMP15 verantwortlich. Für die Arretierung in der Prophase I ist eine erhöhte Konzentration 
von cAMP in der Oozyte verantwortlich. Man ist davon ausgegangen, dass das cAMP via 
gap-junctions von den Kumuluszellen in die Oozyte gelangt (Gilchrist et al., 2011). Für die 
Aufrechterhaltung der cAMP Konzentration in der Oozyte ist ein G-Protein gekoppelter 
Rezeptor (GPR3) verantwortlich (Mehlmann et al., 2002). Eine erhöhte Konzentration von 
cAMP bewirkt eine vermehrte Aktivität der Proteinkinase A, was schlussendlich die Aktivität 
des maturation promoting factors (MPF) erhöht. Dieser Faktor wird durch die cyclin-
dependent kinase-1 (Cdk1) katalysiert und führt zum GVBD (Gilchrist et al., 2011). Auf der 
anderen Seite bewirkt die Wiederaufnahme der Meiose eine Erniedrigung der cAMP Aktivität 
in der Oozyte.  Paradoxerweise bewirkt der präovulatorische LH Anstieg eine Erhöhung der 
cAMP Aktivität im Follikel und in der Oozyte. Die Oozyte seinerseits reagiert darauf mit dem 
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starken Einsetzen der Phosphodiesterase (PDE3A), welche sehr schnell das cAMP 
hydrolisiert (Tsafriri et al., 1996). Die PDE3A muss während der Follikulogenese im 
Geleichgewicht gehalten werden, dass die Oozyte in der Prophase I arretiert bleibt. Das 
cGMP spielt dabei eine zentrale Rolle. Man weiss, dass cGMP, gleich wie das cAMP, in den 
Granulosa- und Kumuluszellen während der Arretierung in der Prophase I erhöht bleibt. Die 
genaue Funktion von cGMP war lange unbekannt bis Conti et al. (2006) zeigen konnten, dass 
cGMP via gap junctions, zwischen den Kumuluszellen und der Oozyte, direkt die Aktivität 
der Oozyten spezifischen PDE3A inhibiert (Conti et al., 2006; Norris et al., 2009; Vaccari et 
al., 2009). Es muss auch einen Mechanismus geben, der die cGMP Konzentration während 
der Follikulogenese aufrechterhält. Dafür ist das atriale natriuretische Peptid (ANP) 
verantwortlich, welches die cGMP Produktion stimuliert und die Maturation der Oozyte 
verhindert (Zhang et al., 2010). Die Maturation einer Oozyte ist zusammenfassend also 
assoziiert mit einer Erniedrigung vom cGMP, einer Aktivierung von der PDE3A und einer 
Erniedrigung von cAMP, was alles zusammen zur Aktivierung des MPF führt. Die MPF 
Aktivität beginnt im Verlauf der Meiose kurz vor dem GVBD kontinuierlich anzusteigen und 
erreicht eine Aktivitätsspitze bei der Metaphase I (van den Hurk and Zhao, 2005). Der MPF 
initiiert über verschiedene Schritte den GVBD, die Kondensation des Chromatins sowie die 
Organisation des Spindelapparates (Grondahl et al., 1995). Nach dem GVBD treten die 
Chromosomen vom Kernstadium in die Metaphase der ersten meiotischen Teilung ein. Dabei 
ordnen sich die gepaarten Chromosomen in der Äquatorialebene des Spindelapparates an 
(Kim et al., 2000). Die Spindelfasern werden nun an einer Seite der Schwesterchromatiden 
ausgebildet. Dadurch wird es ermöglicht, dass in der folgenden Anaphase die kompletten 
homologen Chromosomen durch die Spindelfasern zu den Polen gezogen werden. Die 
darauffolgende erste Telophase ist gekennzeichnet durch eine Zytoplasmateilung, die zur 
Ausschleusung eines homologen Chromosomensatzes in Form des ersten Polkörperchens 
führt. Während der Telophase kommt an jedem Pol nur noch ein Chromosom (mit zwei 
Chromatiden) zu liegen. Mit der Abschnürung des Polkörperchens kommt es zur 
Ausschleusung eines homologen Chromosomensatzes und damit zur Reduktion der 
Chromosomen zu einem haploiden Satz. Damit ist die erste meiotische Teilung 
abgeschlossen. In der zweiten meiotischen Teilung werden die haploiden Chromosomen in 
die Chromatiden geteilt. Dies geschieht beim Pferd erst nach der Penetration eines 
Spermiums, nachdem die Oozyte im Metaphase-II-Stadium aus dem reifen präovulatorischen 
Follikel in den Eileiter gelangt. Erst jetzt wird die zweite Ana- und Telophase durchlaufen, 
und es kommt zur Ausschleusung des zweiten Polkörperchens (Schnorr, 2011). 
4.2. Metabolismus des Kumulus-Oozyten-Komplex während der Maturation 
Während der Follikulogenese teilen sich die Granulosazellen in zwei anatomische und 
funktionelle Subtypen auf. Sie bilden einerseits die Kumulusgranulosazellen, welche die 
Oozyte direkt umgeben und in engem metabolischen Kontakt zu ihr stehen, und andererseits 
die muralen Granulosazellen, welche die Follikelwand auskleiden (Gilchrist et al., 2004). Die 
hochspezialisierten Kumuluszellen interagieren metabolisch durch die Zona pellucida via gap 
junctions. Diese Konstitution wird als Kumulus-Oozyten-Komplex bezeichnet (KOK) 
(Albertini et al., 2001). Durch die gap junctions (GJA4, GJA1) wird der Austausch von 
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Molekülen wie Ionen (z.B. Calcium), Metaboliten (z.B. Pyruvat, Nucleinsäuren und Inositol), 
Aminosäuren (z.B. Alanin, Histidin und Leucin) und intrazellulären Molekülen (z.B. cAMP, 
cGMP) ermöglicht, welche für das Oozytenwachstum essentiell sind. Dieser Austausch 
erfolgt sowohl zwischen den Kumuluszellen und der Oozyte, als auch zwischen den 
Kumuluszellen untereinander. Die gap junctions sind unverzichtbar, weshalb die Absenz von 
GJA4 oder GJA1 das Follikel- und Oozytenwachstum unterbricht (Gittens and Kidder, 2005). 
Ein zweiter wichtiger Kommunikationsweg zwischen Oozyte und Kumuluszellen stellt die 
parakrine Signalisierung dar. In den letzten 10-15 Jahren hat man herausgefunden, dass eine 
Vielzahl an Stoffen von der Oozyte selbst sekretiert werden, welche eine fundamentale Rolle 
auf die Funktion, Differenzierung und Expansion von Kumuluszellen haben (Gilchrist et al., 
2004). Am Beispiel von Glukose kann man die Abhängigkeit der Oozyte von den 
Kumuluszellen sehr gut darstellen. So können von Kumuluszellen umgebende Oozyten 
während der Maturation Glukose als die einzige Energiequelle im Maturationsmedium 
nutzen. Demgegenüber können entkumulierte Oozyten nur mit Pyruvat im Medium maturiert 
werden. Dies weist darauf hin, dass Oozyten nicht in der Lage sind, Glukose als Energiequelle 
zu nutzten, und auf die Kumuluszellen angewiesen sind, die Glukose zu Pyruvat umwandeln, 
welches via gap junctions zur Oozyte transferiert wird (Donahue and Stern, 1968; Leese and 
Barton, 1985). Die Umsetzung von Glucose wird über Glykolyse, den Pentose Phosphat 
Stoffwechselweg (PPP), den Hexosamin Biosynthese Stoffwechselweg (HBP) und den Polyol 
Stoffwechselweg durchgeführt (Sutton-McDowall et al., 2010). Dabei werden Enzyme 
synthetisiert, welche für die nukleäre Maturation, das Redoxpotential innerhalb der Oozyte, 
die Energieproduktion und für die Kumulusexpansion verantwortlich sind. In einer Studie von 
Sutton McDowal et al. (2010) wurde gezeigt, welchen Einfluss die Glukosekonzentration auf 
die Oozyte hat. Alterationen im Glukosemetabolismus bewirken eine reduzierte Kapazität der 
Oozyte, die vollständige Entwicklungskompetenz zu erlangen. So sind zu hohe 
Glukosekonzentrationen, etwa bei Typ I Diabetes, oder zu tiefe Glukosekonzentrationen, z.B. 
bei Abmagerung, mit einer verminderten Fertilität assoziiert. Das gleiche konnte auch in-vitro 
durch die Zugabe von entweder zuviel oder zu wenig Glukose zu den Kulturmedien gezeigt 
werden (Sutton-McDowall et al., 2010).  Oozyten metabolisieren Pyruvat durch oxidative 
Phosphorylierung, um Energie für das Wachstum und die Maturation zu erzeugen (Biggers et 
al., 1967; Eppig, 1976). Tatsächlich ist während der Maturation bei Metaphase I Oozyten ein 
erhöhter Verbrauch an Pyruvat, verglichen mit unreifen Oozyten oder Oozyten in der 
Metaphase II nachzuweisen (Downs et al., 2002). Dies belegt auch eine neuere Studie, wo 
Transkripte glykolytischer Schlüsselenzyme vermehrt in Kumuluszellen, nicht aber in 
Oozyten, detektiert wurden (Sugiura et al., 2005). Umgekehrt stehen die Kumuluszellen in 
Abhängigkeit von Signalen, welche von der Oozyte kommen. Für die KOK Expansion ist der 
„cumulus expansion enabling factor“ (CEEF) verantwortlich, welcher in-vivo durch den LH 
Anstieg und in-vitro durch die EGF Faktoren und das follikelstimulierende Hormon FSH 
ausgelöst wird (Buccione et al., 1990). Dieser Faktor spielt eine zentrale Rolle in der 
Formation und Stabilisation der Moleküle, welche die mukoide Matrix des KOK bilden. Im 
Zusammenhang mit FSH wird von der Oocyte die cumulus cell hyaluronan synthase-2 (HAS-
2) mRNA gebildet, was zur Produktion von Hyaluronsäure führt (Salustri et al., 1990). Es ist 
nicht bekannt, ob die Oozyte für die Regulation von den hyaluronbindenden Proteinen inter-
alpha-trypsin inhibitor (ITI) und tumor necrosis factor-stimulated gene-6 (TSG-6), die es in 
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der KOK Matrix gibt, verantwortlich ist (Nagyova et al., 2000). Als weitere von der Oozyte 
parakrin sezernierte Faktoren, die Einfluss auf die Funktion der Kumuluszellen nehmen, 
zählen die zur Familie der transforming growth factors β (FGFbeta) gehörenden Mitglieder 
growth differentiation factor 9 (GDF9) und bone morphogenic protein 15 (BMP15), welche in 
den meisten Säugetierspezies exprimiert werden (Juengel and McNatty, 2005). GDF9 und 
BMP15 scheinen eine wichtige Rolle in der Follikulogenese und der Ovulation zu spielen, 
wie dies in Kapitel 4.1.2 bereits beschrieben wurde (Dong et al., 1996; Yan et al., 2001). Es 
konnte gezeigt werden, dass 24 h nach hCG Administration eine deutliche Erhöhung der 
BMP15 Konzentration gemessen werden konnte (Yan et al., 2001; Su et al., 2004).  
4.3. Limitationen bei der Maturation von Eizellen in-vitro  
Equine Oozyten können zum Zeitpunkt der Gewinnung aus dem Ovar in Oozyten mit 
kompaktem Kumulus (Cp) und in Oozyten mit expandiertem Kumulus (Ex) unterschieden 
werden. Normalerweise weisen 25-40% der Oozyten einen kompakten Kumulus, und 50-60% 
einen expandierten Kumulus auf. Etwa 10% der Oozyten sind degeneriert (Choi et al., 2003). 
Oozyten mit Cp Kumulus stammen meistens aus kleineren Follikeln und haben eine 
schlechtere Maturationsrate als Oozyten mit Ex Kumulus (Alm et al., 1997). Dies 
wiederspiegelt sich auch in der Trächtigkeitsrate nach dem Oozytentransfer in den Eileiter 
einer Empfängerstute von in-vivo und in-vitro maturierten Oozyten. In-vivo maturierte 
Oozyten weisen eine Trächtigkeitsrate von 75%-82% auf, wohingegen in-vitro maturierte 
Oozyten nach dem Transfer mit 17% eine sehr tiefe Trächtigkeitsrate aufweisen (Scott et al., 
2001). Es muss also eine Vielzahl von Faktoren geben, welche die in-vitro Maturation von 
Oozyten beeinflusst. So spielt vor allem die Temperatur und, Zeit, wie lange die Ovarien nach 
dem Schlachten gelagert werden, und der Zeitraum von der Oozytengewinnung bis sie in das 
Maturationsmedium gelangen, sowie das Maturationsmedium mit seinen Inhaltsstoffen eine 
entscheidende Rolle für die Entwicklungskompetenz der Oozyten (Hinrichs et al., 2005). Um 
den Effekt der Temperatur auf die Maturationsrate der equinen Oozyten zu untersuchen, 
wurde die initiale Chromatinkonfiguration von Oozyten, die aus Schlachthausovarien 
gewonnen wurden, untersucht (Love et al., 2002). Die dabei gewonnen Oozyten wurden zu 
unterschiedlichen Zeitpunkten aus dem Maturationsmedium genommen, mit Formalin fixiert, 
und anschliessend mit der Hoechst-33258 Färbelösung angefärbt. Als Maturationsmedium 
wurde ein modifiziertes Medium aus Earl’s und Hank’s Salz und dem tissue culture medium 
199 (TCM199) verwendet. Die Hank’s Lösung beinhaltet einen Phosphatpuffer, welcher den 
pH auch bei tiefer CO2 Atmosphäre aufrechterhält. Die gleiche Wirkung hat die Earl’s 
Lösung, welche hingegen auf einem Bicarbonatpuffersystem beruht. Eine weitere 
Puffersubstanz wäre das phosphat bufferd saline (PBS), was sich aber schlecht als Medium 
für die Kultivierung eignet, weil es mit dem zellulären pH und der Kalziumhomeostase 
interagiert (Lane et al., 1999). Die Chromatinkonfiguration wurde eingeteilt in Oozyten mit 
fluoreszierendem Nucleus (FN), Oozyten mit kondensiertem Chromatin (CC), und Oozyten 
mit fibrillärem, intermediärem, oder faserigem Germinalvesikel (GV). Bei FN Oozyten ist der 
ganze GV homolog fluoreszierend, wohingegen bei CC Oozyten das Chromatin in einer 
Masse innerhalb des GV sichtbar ist. Oozyten mit dichten, gut abgegrenzten Strängen von 
Chromatin im GV wurden als fibrillär definiert, solche mit grossen irregulären Massen von 
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Chromatin als intermediär, und solche mit einem ausgeprägten GV-Umriss von irregulärer 
Gestalt mit heterogenem Inhalt, als faserig. Die letzten drei Chromatinkonfigurationen 
wurden als nicht FN/CC eingeteilt. Im juvenilen GV (Meiose inkompetent) ist das Chromatin 
überall im Nukleus verteilt. Wenn die Oozyte die meiotische Kompetenz erlangt, beginnt das 
Chromatin zu aggregieren und kondensiert schliesslich zu einer zuerst losen und dann festen 
ovalen Masse im GV, was die CC Konfiguration wiederspiegelt. Es ist nicht ersichtlich, 
aufgrund welcher Faktoren (z.B. Stickstoffkonzentration, Medium) bei Raumtemperatur mehr 
Oozyten die Metaphase II erreichen. Das Resultat dieser Studie zeigt, dass bei Oozyten, 
welche über eine Zeitperiode von 1-4 h bei Raumtemperatur (22°C-26°C) inkubiert wurden, 
die Chromatinkonfiguration von FN, CC, fibrillär/intermediär und fibrösem GV zu primär FN 
und CC wechselt. Die biologische Signifikanz der FN Konfiguration ist unklar. Es kann 
entweder als eine Progression oder als eine artifaktuelle Erscheinung gedeutet werden (Love 
et al., 2002). Die CC Chromatinkonfiguration ist die einzige GV Konfiguration, welche in 
Oozyten mit expandiertem Kumulus gesehen wurde, und diese Oozyten haben auch eine hohe 
Maturationsrate. Das wurde auch in anderen Studien gezeigt, in denen die CC 
Chromatinkonfiguration stark mit meiotischer Kompetenz korreliert ist (Hinrichs and 
Williams, 1997; Hinrichs and Schmidt, 2000). Es konnte gezeigt werden, dass Oozyten mit 
Cp Kumulus, welche zuerst 1-4 h bei Raumtemperatur inkubiert wurden, eine höhere 
meiotische Entwicklungsrate aufweisen, als solche, welche unmittelbar bei 38.5°C inkubiert 
wurden. Man muss bedenken, dass für die IVM die KOK’s verfrüht aus dem Follikel 
genommen werden. Diese würden in-vivo noch längere Zeit in der Meiose arretiert bleiben. 
Die Wiederaufnahme der Meiose geschieht in-vitro aber sehr schnell, ungeachtet vom 
Ausmass der Entwicklung der Oozyte. Spontane IVM bewirkt einen abrupten und prämaturen 
„breakdown“ vom Oozyten-Kumuluszellen-gap junctions Kommunikationsweg, was zu 
einem Verlust an Metaboliten wie Ionen, Nukleotiden, und Aminosäuren führt (Thomas et al., 
2004). Dies erschwert häufig den zeitlichen Ablauf im Labor in der Verarbeitung von 
Oozyten. Deshalb ist man auf die Idee gekommen, die Meiose der Oozyten zu supprimieren 
und damit zu synchronisieren. Dies wurde mit der Behandlung der Oozyten durch 
Roscovitine, einem Purinanalogon erreicht, welches den M-Phase promoting factor inhibiert. 
Einen Meiose supprimierenden Effekt ohne nachfolgenden Verlust der Blastozystenbildung 
wurde schon bei bovinen Oozyten gezeigt (Mermillod et al., 2000). Das gleiche wurde beim 
Pferd von Choi et al. (2006b) gezeigt (Choi et al., 2006b). Auch hier hat Roscovitine keinen 
negativen Einfluss auf die Blastozystenbildung, sondern es wurden sogar mehr Embryonen 
aus Roscovitine behandelten Cp Oozyten gebildet als aus Oozyten in der Kontrollgruppe. 
Dies gilt aber nicht für Oozyten mit expandiertem Kumulus. Ex Oozyten haben eine tiefere 
Entwicklungsrate zu Blastozysten, wenn sie vor der Maturation mit Roscovitine behandelt 
wurden (Choi et al., 2006b). Die Behandlung von Cp Oozyten mit Roscovitine ist also eine 
gute Methode, um den Zeitpunkt der Maturation von Oozyten zu synchronisieren, was den 
Arbeitsablauf im Labor in der Anwendung für IVF und ICSI vereinfacht. Verschiedene 
Studien haben gezeigt, dass der Gebrauch von einem modifizierten Earl’s/Hank’s M199 (EH), 
auch ohne Meioseinhibitoren, Oozyten bei Raumtemperatur im meiotischen Ruhestadium hält 
(Choi et al., 2006a; Choi et al., 2007; Hinrichs et al., 2012). Die Blastozystenrate war im EH 
Medium sogar höher als in mit Roscovitine beinhaltendem Medium (Choi et al., 2007). Wieso 
es beim Gebrauch von EH zu einer meiotischen Arretierung kommt, ist noch unbekannt. Man 
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geht davon aus, dass die Haltetemperatur verantwortlich für den Reifungsstop der Oozyte ist 
(Martino et al., 2014). Dieses Phänomen wurde auch von Galli et al. (2014) gezeigt, der 
Oozyten aus Schlachthausovarien 18 h vor der in-vitro Maturation bei Raumtemperatur 
(22°C-25°C) gehalten hat und mit dieser Methode einen positiven Effekt auf die 
Entwicklungskompetenz der Oozyten zeigen konnte. Oozyten, welche bei Raumtemperatur in 
Hepes (doppelionischer Puffer, welcher den pH unabhängig von der CO2 Atmosphäre 
aufrechterhält) gehalten wurden, zeigten eine erhöhte Anzahl der CC Konfiguration (55.55%), 
verglichen mit der Kontrollgruppe, welche in IVM Medium gehalten wurden (46.42%). Auch 
die Blastozystenrate bei Raumtemperatur-Maturation war mit 47% höher als jene im IVM 
Medium mit 38% (Galli et al., 2014). Obwohl ein Bedarf an Lagerungsmedien für immature 
equine Oozyten besteht, ist sehr wenig über den Effekt dieser auf den Metabolismus der 
Oozyten bekannt. Man weiss, dass die Bedingungen bei der in-vitro Maturation dramatischen 
Einfluss auf die Entwicklung von Oozyten haben. Das am weitesten verbreitete 
Kulturmedium ist TCM199. In den letzten Jahren wurden von verschiedenen Laboratorien 
andere Medien getestet, wie das Dulbecco’s modified eagel Medium (DMEM-F12), 
supplementiert mit 15% Serum (Invitrogen, San Giuliano Milanese, Italien). Hormone und 
Wachstumsfaktoren wie fetales Kälberserum, insulin transfering sodium selenite, Pyruvat, 
long epidermal growth factor, insulin-like growth factor, FSH und LH wurden, wie aus einer 
früheren Studie ersichtlich, dazugegeben (Lagutina et al., 2005).  Galli et al. (2014) zeigten 
einen klaren Vorteil von DMEM-F12 gegenüber TCM199 in der Meioserate von Oozyten. 
Die empfohlene Zeit, wie lange man die Oozyten für eine IVM in DMEM-F12 belassen soll, 
ist für expandierte Oozyten zwischen 22-24 h und zwischen 26-36 h für kompakte Oozyten. 
Mit diesem Medium haben sich mehr Oozyten weiterentwickelt und mehr Embryonen zu 
Blastozysten entwickelt (Galli et al., 2008). Ein weiterer Ansatz zur Verbesserung der Medien 
ist die Supplimentation von den von Oozyten sekretierten Faktoren GDF9 und BMP15. 
Gilchrist und Thompson (2007) erzielten verbesserte Entwicklungsraten an Mäuseoozyten, 
wenn sie diese zwei Faktoren ins Medium gaben (Gilchrist and Thompson, 2007). 
Um die metabolische Funktion einer Oozyte zu untersuchen, kann man die mitochondriale 
Aktivität bestimmen. Dies wurde durch Martino et. al. (2014) untersucht. Dazu wurde eine 
fluoreszenzmikroskopische Analyse des Energie/Redox Parameter in den Mitochondrien 
untersucht. Diese Untersuchung wurde bei Oozyten im GV Stadium durchgeführt, um den 
Effekt von EH und der Temperatur auf den Metabolismus der Oozyten zu untersuchen. So 
konnte festgestellt werden, dass EH keinen Effekt auf den Energie/Redox Status von equinen 
Oozyten hat, welche bei Raumtemperatur gehalten wurden, und dass die prämeiotische 
Chromatinkonfiguration und der mitochondriale Status abhängig von der 
Inkubationstemperatur sind (Martino et al., 2014). Zusammenfassend wurde in dieser Studie 
gezeigt, dass das Verbringen von Oozyten in EH Medium bei 25°C vor der in-vitro 
Maturation die Synchronisation von Oozyten und den Oozytentransport optimiert.  
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4.4. „Omics“ Untersuchungen in der assistierten Reproduktion beim Pferd 
4.4.1. Einführung in die Omics Methoden 
Die sogenannte Systembiologie ist ein neues und sich schnell entwickelndes 
Forschungsgebiet, welches Interaktionen von Zellkomponenten auf quantitativer Ebene 
untersucht und diese einem biologischen Prozess zuzuordnen. Dazu braucht es 
Messmethoden, welche eine grosse Anzahl von Molekülen auf einmal untersuchen können. 
Diese Methoden werden unter dem Begriff OMICS zusammengefasst. OMICS ist ein 
Überbegriff, der die Fachgebiete der Genomik, Transkriptomik, Proteomik, Lipidomik, 
Glykomik, und Metabolomik beinhaltet (http://www.nature.com/omics/about/index-html). 
Die Genomik und Transkriptomik untersucht die DNA und dessen Translationsprodukte, 
lieferen also genetische Informationen und geben den Genotyp wieder. Proteomics und 
Metabolomics untersucht die Proteine und dessen dynamische Interaktion mit Metaboliten 
und fokussieren auf die Erforschung metabolischer Signalkaskaden, welche den Phänotyp 
eines Zellsystems wiederspiegeln (Abb. 1).  
 
Abb. 1: Schematische Übersicht der OMICS Methoden Genomik, Transkriptomik, Proteomik 
und Metabolomik.  
Die Vorteile von OMICS Untersuchungen liegen darin, dass das Zusammenwirken von 
verschiedenen Molekülen auf biologisch relevante Zielsysteme erfasst werden kann. Anhand 
dieser Erkenntnisse können Biomarker identifiziert werden, welche für die Prognosestellung 
verschiedener Fragestellungen dienen können. Erste OMICS Untersuchungen über die 
Biologie der Oozyte wurden schon im letzten Jahrzehnt durchgeführt. Die ersten 
Forschungsergebnisse wurden auf dem Gebiet der Genomik, und Transkriptomik erzielt (Seli 
et al., 2010). Erst später wagte man sich in die Bereiche der Glykomik und Metabolomik vor 
(Dell'Aquila et al., 2004). In den folgenden Kapiteln soll ein kurzer Einblick in die 
verschiedenen Fachgebiete und deren Forschungsergebnisse in Bezug auf den weiblichen 
Gameten gegeben werden. 
Genomics Transcriptomics Proteomics Metabolomics
DNA RNA Proteins
Meta- 
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Transcription Translation
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4.4.2 Genomik 
Die Genomik beschreibt die Untersuchung von Variationen im Genom. Es wird eine 
systematische Analyse des vollständigen Genoms bzw. aller aktiven Gene einer Zelle, eines 
Gewebes, eines Organs oder eines ganzen Organismus durchgeführt. Ziele der Genomik sind 
ein besseres Verständnis der Evolution, die Identifizierung von Krankheitserregern und 
Erbkrankheiten sowie das Aufdecken von Regulationsmechanismen, z.B. bei der Entwicklung 
von Embryonen (Wang et al., 2012). Bezogen auf die Reproduktionsmedizin spielt die 
Chromosomenzahl eine zentrale Rolle. Sie ist verantwortlich für eine normale 
Embryonalentwicklung (Seli et al., 2010).  Bei der IVF ist die Erscheinung von Aneuploidie 
(fehlerhafte Chromosomenzahl) im Vergleich zur natürlichen Fertilisation häufiger (Munne et 
al., 1995). Untersuchungen um solche Veränderungen festzustellen, erfordern die 
Durchführung einer Biopsie von Embryonen oder die Entnahme vom Polkörper einer Oozyte. 
Solche Eingriffe zählen zum Fachgebiet der Präimplantationsdiagnostik. Entsprechende 
Untersuchungen wurden bei der Stute durchgeführt, wobei es vor allem um die 
Geschlechtsbestimmung und der Aufdeckung von hereditären Krankheiten geht (Herrera, 
2016). Vor allem bei Poloponys scheint die Stute eine bessere Leistung zu erbringen, weshalb 
die Geschlechtsbestimmung mittels Embryobiopsie eingeführt wurde. Herrera et al. (2014) 
konnten zeigen, dass die biopsierten Embryonen für 7-10 h in Holding Medium verbracht 
werden können, bis die Geschschlechtsbestimmung vollendet ist, ohne die Trächtigkeitsrate 
negativ zu beeinflussen (Herrera et al., 2014). Um von der Chromosomenstruktur auf die 
Untersuchung von einzelnen Mutationen zu gelangen, wurde die Untersuchung von single 
nucleotid polymorphismen (SNP) eingeführt (Wells et al., 2008). Beim Pferd wurden SNP’s 
identifiziert, welche mit sportlicher Leistung in Verbindung gebracht werden können. Diese 
genomische Selektion wurde zuerst in der Vollblutzucht etabliert und findet nun in anderen 
Rasseverbänden ihre Bedeutung (Hill et al., 2001). Es gibt ein SNP array für Pferde, in 
welchem mehr als 54‘000 SNP Polymorphismen beschrieben sind (Doan et al., 2013). In 
einer Studie von Choi et al. (2010) wurden PCR Untersuchungen an biopsierten Embryonen 
durchgeführt. Es wurden 6 Tage alte Embryonen verwendet. Dabei wurde wiederum eine 
Geschlechtsbestimmung durchgeführt. Zusätzlich untersuchte man die Embryonen auf die 
genetisch vererbten Krankheiten HYPP (Hyperkalemic periodic paralysis) und HERDA 
(Hereditary equine regional dermal asthenia) (Choi et al., 2010). Eine weitere 
vielversprechende Anwendung in der Genomik ist die Erforschung der Epigenetik. Darunter 
werden erworbene Veränderungen an den Chromosomen zusammengefasst, die deren 
Aktivität beeinflussen, jedoch nicht durch eine Mutation oder aber Rekombination im 
Zusammenhang stehen. So können Veränderungen in der DNA Methylierung und die 
Deacetylierung von Histonen zu Gensuppressionen führen. Der Genotyp der Zellen wird nicht 
verändert, jedoch der Phänotyp beeinflusst. Dies ist auch von besonderer Bedeutung für das 
Entwicklungspotential von Oozyten. Es konnte bei bovinen Oozyten gezeigt werden, dass die 
Oozytenqualität zunimmt, je geringer der Methylierungsgrad der DNA ist (Fagundes et al., 
2010).  
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4.4.3 Transkriptomik 
Das Transkriptom ist die gesamte RNA, die zu einem bestimmten Zeitpunkt in einer Zelle 
oder einer Zellpopulation vorhanden ist. Das Transkriptom ist dynamisch, da die Stufen von 
RNA-Transkripten während der verschiedenen Entwicklungsstadien variieren (Cavill et al., 
2010). Die Transkription in der Oozyte ruht während der Maturation. In dieser Phase ist die 
Kommunikation zwischen der Oozyte und den umgebenden Kumuluszellen wichtig. Der 
Signalaustausch funktioniert in dieser Phase über den parakrinen Weg wie auch über Gap 
Junctions. Es konnte bei bovinen Oozyten gezeigt werden, dass sogar mRNA und RNA 
zwischen Oozyte und Kumuluszellen ausgetauscht werden (Macaulay et al., 2014). Die 
Resultate dieser Studie unterstreichen die Abhängigkeit der Oozyte von den umgebenden 
Kumuluszellen, da sie für eine vollständige Maturation verantwortlich sind (Macaulay et al., 
2014). Ein wichtiges Ziel in der Transkriptomik von Oozyten ist die Aufdeckung von 
Unterschieden in der Genexpression zwischen verschiedenen Maturationsstadien, speziell 
zwischen dem GV und der Metaphase II. Dabei wird auch auf Unterschiede zwischen in-vivo 
und in-vitro maturierten Oozyten untersucht. Erste solche Studien in der Transkriptomik 
wurden bei Tieren zuerst an Mäusen und dann auch bei Grosstieren durchgeführt (Thelie et 
al., 2009). Dalbies-Tran und Mermillod (2003) führten eine erste Studie durch, in der die 
Genexpression von bovinen Oozyten untersucht wurde. Sie analysierten die Genexpression 
vor und nach IVM. Dabei konnten 300 Gene reproduzierbar nachgewiesen werden. 70 
Transkripte zeigten signifikant unterschiedliche Regulation zwischen den verschiedenen 
meiotischen Stadien. Diese Informationen zeigten eine erste molekulare Signatur der 
Maturation von Oozyten (Dalbies-Tran and Mermillod, 2003). Man konzentrierte sich dann 
immer mehr auf den Unterschied im Transkriptom zwischen in-vivo und in-vitro maturierten 
Oozyten. Zudem erfolgten Analysen an Kumulus-, Granulosa- und Thekazellen, weil diese 
eine Beurteilung der Oozytenqualität erlauben, ohne Manipulationen an der Oozyte selbst 
vorzunehmen. Regassa et al. (2011) untersuchten den Unterschied vom Transkriptom 
zwischen Kumuluszellen und Oozyten beim Rind. Sie konnten verschiedene Faktoren, 
während der Maturation bestimmen, die nur von Kumuluszellen exprimiert wurden. Diese  
hatten einen Effekt auf die Genexpression von Oozyten während den verschiedenen 
Maturationsstadien (Regassa et al., 2011). Das zeigt einmal mehr die wichtige 
Kommunikation zwischen Kumuluszellen und der Oozyte. Beim Pferd wurden erst wenige 
Untersuchungen zur Transkriptomik über Granulosa und Kumuluszellen durchgeführt. Cox et 
al. (2015) untersuchten die Expression von Genen in Kumulus-Oozyten-Komplexen von 
jungen und alten Stuten (Cox et al., 2015). In einem ähnlichen Versuchsansatz untersuchten 
Sessions-Bresnahan et al. (2015) altersassoziierte Veränderungen von 
Granulosazelltranskripten aus equinen präovulatorischen Follikeln (Sessions-Bresnahan et al., 
2016). Fahiminiya et al. (2011b) untersuchten Transkriptome von Granulosa- und 
Thekazellen aus equiner Follikelflüssigkeit in unterschiedlichen Entwicklungsstadien. Sie 
verglichen unreife Follikel mit dominanten Follikeln 34h nach der Verabreichung von 
Gonadotropin. Sie konnten zeigen, dass zwischen präovulatorischen Follikelstadien und 
dominanten Follikeln 8349 Transkripte in Granulosazellen und 2338 Transkripte in 
Thekazellen unterschiedlich exprimiert waren (Fahiminiya et al., 2011b).  
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4.4.4. Metabolomik 
Die Metabolomik befasst sich mit chemischen Prozessen und deren Metaboliten innerhalb 
eines biologischen Prozesses. Das Metabolom repräsentiert die Kollektion von allen 
Metaboliten einer Zelle, eines Organs oder Organismus, als Endprodukt von zellulären 
Prozessen. Dazu gehören beispielsweise Hormone oder Signalmoleküle (Daviss, 2005). 
In der assistierten Reproduktion hat sich die Analyse von Follikelflüssigkeit zur Untersuchung 
der Oozytenqualität als nützliches und nicht invasives Mittel herausgestellt. Heutzutage kann 
man durch die Entwicklung der Massenspektrometrie nicht nur einzelne Metaboliten 
identifizieren, sondern breiter gefächerte Versuchsansätze auf Metabolomebene durchführen. 
Die Untersuchung der Follikelflüssigkeit befindet sich erst in den Anfängen. Erste Ergebnisse 
geben jedoch Hinweis, dass eine Korrelation zur Entwicklungskompetenz von KOKen 
hergestellt werden kann (Revelli et al., 2009). Bei der Stute wurde eine entsprechende 
Metabolomikstudie durchgeführt, in der die Follikelflüssigkeit von verschiedenen 
Follikelstadien charakterisiert wurde. Es wurden 14 Metaboliten gefunden, die in viel höheren 
Konzentrationen in grossen Follikeln, als in kleinen Follikeln vorkamen. In der gleichen 
Studie wurde analoges beim Rind und beim Wildschwein durchgeführt (Gerard et al., 2015).    
Aerobe und anaerobe Metabolisierungswege sind für die Entwicklung des präimplantierten 
Embryos verantwortlich (Leese, 1995), was in-vivo in der Follikelflüssigkeit und in-vitro im  
Kulturmedium möglich ist. Die metabolische Untersuchung dieser Flüssigkeiten kann 
nützliche Informationen zur Vorhersage einer erfolgreichen Embryonalentwicklung liefern 
(Singh and Sinclair, 2007). In einer Studie von Nagy et al. (2009) wurden Kulturmedien, 
welche verschiedene Oozytenstadien beinhalteten, metabolisch untersucht. Bei der 
metabolischen Analyse konnte man verschiedene Entwicklungskompetenzen der 
Oozytenstadien aufzeigen. Man konnte ein metabolisches Muster  erkennen, welches mit 
einer erhöhten Embryonalen Entwicklungsrate korrelierte (Nagy et al., 2009). In einer Studie 
bei der Stute wurde der Einfluss einer Obesitas auf die Hormonzusammensetzung im 
präovulatorischen Follikel und dem Lipid-Fingerprint der Oozyten mittels 
Massenspektrometrie untersucht. Man stellte fest, dass die Fettleibigkeit Alterationen in der 
Zusammensetzung von Follikelflüssigkeit und Lipidmuster in der Oozyte verursachte. 
Inwiefern diese Veränderungen einen Einfluss auf die Entwicklungskompetenz von 
Embryonen haben, muss noch näher untersucht werden (Sessions-Bresnahan et al., 2016).    
4.5. Proteomik 
4.5.1. Definition Proteom 
Unter dem Begriff Proteom wird die Studie der Gesamtheit aller exprimierten Proteine eines 
Lebewesens, eines Gewebes oder eines Zellkompartimentes unter exakt definierten 
Bedingungen und zu einem bestimmten Zeitpunkt verstanden. Die Anzahl dieser Proteine 
steht in Verbindung zur Anzahl Genen in einem Organismus. Diese Beziehung ist nicht 
direkt, weil das Proteom von einer Vielzahl von Umweltfaktoren beeinflusst wird. Es muss in 
der Definition berücksichtigt werden, dass für die Untersuchung des Proteoms, nicht ein 
einziges Individuum einer Spezies, für die Untersuchung des Proteoms herbeigezogen werden 
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kann.  Da es eine Vielzahl an Isoformen, Mutationen, und Variationen von Proteinen gibt, 
muss für die Analyse des Proteoms Probenmaterial aus verschiedenen Individuen verwendet 
werden (Wright et al., 2012). Der Vorteil von Proteomikanalysen ist der geringe Bedarf an 
Probenmaterial. Die Signalintensität eines Peptids im Massenspektrometer korreliert mit 
seiner Konzentration in der Probe. Somit ist es möglich, anhand seiner Signalintensität ein 
bestimmtes Peptid über mehrere Proben hinweg relativ zu quantifizieren, ohne riesige 
Probenmengen zu entnehmen. Dank Proteindatenbanken kann man die analysierten Peptide 
dem richtigen Protein zuordnen. Die Anzahl proteinkodierender Gene wird beim Pferd, 
ähnlich wie bei anderen Säugetieren, auf ca. 20‘300 Gene geschätzt (Wade et al., 2009). 
Gemäss einer Studie von Bundgaard et al. (2014) sind vom Pferdeproteom 2636 Proteine 
identifiziert. Diese setzten sich aus 24131 charakterisierten Peptiden zusammen (Bundgaard et 
al., 2014). Man geht davon aus, dass nur alleine im Proteom von Embryonen über eine 
Million verschiedene Proteine vorkommen (Katz-Jaffe and Gardner, 2007). Diese Zahlen 
geben uns einen Hinweis auf die extreme Vielfalt und Variabilität, mit der man bei der 
Untersuchung des Proteoms zu tun hat. Als Beispiel dafür sind Antikörper zu nennen, welche 
ihre Antigen bindende Region in unzählig verschiedenen Sequenzen während des Lebens 
ändern, ohne dass diese Sequenzen von Genen codiert sind. Sie sind auch ein gutes Beispiel 
für extern beeinflusste Proteine, weil das ganze Leben lang immer wieder neue Antikörper auf 
neue Antigene exprimiert werden (Boutz et al., 2014). Es gibt viele andere externe Einflüsse 
wie z.B. Temperatur, Alter, Stress, Medikamente, Hormone, welche das Proteom 
beeinflussen. Eine weitere mögliche Modifikation bei der Expression von Proteinen ist das 
splicen. Proteine werden von mRNA translatiert. Diese mRNA können gespliced werden, um 
verschiedene endgültige mRNAs zu formen. Splicing ist z.B. vermehrt bei der Maturation von 
Zellen anzutreffen.  
4.5.1.1. Glykomik 
Um die Auswahl der bisher genannten Varibialitäten des Proteoms zu komplettieren, sei die 
posttranslationale Modifikation (PTM) erwähnt. Darunter versteht man die Glykosilierung, 
Phosphorylierung und Methylierung von Proteinen. Diese Modifikationen spielen im Ablauf 
von Signalkaskaden eine wichtige Rolle (Hipkiss, 2006). Bei der Glykomik wird die Struktur 
und Funktion von Glykanen und Karbohydraten untersucht. Lektin basierende 
Untersuchungen sind das wichtigste Werkzeug bei der Glykomik, weil Lektin spezifisch an 
Karbohydrate bindet. Es gibt eine Studie, in der bei equinen Oozyten Lektinuntersuchungen 
zur Bestimmung der Oozytenqualität herbeigezogen wurden. Man untersuchte Glykoproteine 
bei kompakten und expandierten Kumuluszellen und fand Unterschiede in der Lektinbindung. 
Solche Erkenntnisse, dass Glukose in verschiedenen Zelltypen in verschiedenen Formen 
vorkommt, könnte als Model für die Beurteilung der Oozytenqualität herbeigezogen werden 
(Desantis et al., 2009). Solche Glykomik Untersuchungen wurden in einer Arbeit von Accogli 
et al. (2014), bei equinen und porcinen Kumuluszellen durchgeführt. Sie untersuchten die 
unterschiedliche Expression von Glykosidresten in in-vitro und in-vivo maturierten KOK’s 
mittels Lektin Histochemie. Der Vergleich zeigte Unterschiede in der Präsenz und Verteilung 
von Karbohydraten, welche in Verbindung mit der Entwicklungskompetenz von IVM KOK’s 
gebracht werden konnten. Zusätzlich konnten tierartliche Unterschiede zwischen Pferd und 
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Schwein im Verteilungsmuster der Glykosidreste in den Kumuluszellen festgestellt werden. 
Es stellte sich heraus, dass das Glykanprofil beim Pferd viel komplexer aufgebaut ist als beim 
Schwein. Generell ist aber die quantitative Expression von Glykanen in präovulatorischen 
KOK‘s in beiden Spezies niedriger, als in Antralfollikeln (Accogli et al., 2014). 
Zusammenfassend sei erwähnt, dass das Proteom nicht nur direkt mit dem Genom, sondern 
auch mit vielen anderen Einflüssen, wie oben erwähnt, in Verbindung steht. Es ist also im 
Vergleich zum statischen Genom dynamisch. 
4.5.2. Methodische Einführung in die Proteomikanalyse 
In diesem Kapitel soll ein Überblick über die wichtigsten Methoden in der Proteomanalyse 
gegeben werden. Wenn man ein Proteom untersuchen will, muss es zuerst in seine einzelnen 
Proteine aufgetrennt werden, um es effizient zu analysieren. Die Proteomik stellt also den 
Fokus auf die Verbesserung von Separationsmöglichkeiten des Proteoms (Wright et al., 
2012). Eine traditionelle Methode stellt die 2D Gelelektrophorese dar. Sie dient zur 
Auftrennung von Proteingemischen. Sie bietet die Möglichkeit, das Proteinspektrum eines 
Organismus oder Gewebes in einem definierten Stadium abzubilden und weiter zu 
untersuchen. Zwei unterschiedliche Trennprinzipien kommen zum Einsatz. In der ersten 
Dimension erfolgt die Trennung nach dem isoelektrischen Punkt und anschliessend in der 
zweiten Dimension nach der molekularen Masse der Proteine. Für die erste Dimension 
werden immobilisierte pH-Gradienten (IPG) benutzt, die in einem Gelstreifen fixiert werden. 
Der Gelstreifen besteht aus einer Polyacrylamidmatrix. Durch Einpolymerisation in die 
Matrix kann sich der pH-Gradient nachträglich nicht mehr verändern. Die zweite Dimension, 
die Separation von Proteinen mittels Elekrophorese basiert auf der Tatsache, dass die 
geladenen Moleküle durch eine Matrix (Agarosegel oder Acrylgel) wandern, wenn man sie an 
ein elektrisches Feld anschliesst (Garfin, 2003). Die Gelelektrophorese ist aber stark limitiert 
in der Detektion von variierenden Proteinkonzentrationen. Auch einzelne Peptide können mit 
dieser Methode nicht zuverlässig analysiert werden (Speicher et al., 2004).  
Eine Revolution in der Proteomik war dann die Einführung der Massenspektrometrie (MS). 
Ohne MS wäre die Proteomik, so wie wir sie heute kennen, nicht möglich. Ein 
Massenspektrometer ist ein Gerät, mit dem aus einer gasförmigen Probe Ionen erzeugt, nach 
ihrem Masse-Ladungs-Verhältnis getrennt und registriert werden können. Weil Biomoleküle 
fast nicht verdunsten, muss man sie irgendwie in die Gasphase bringen. Dies gelingt, indem 
man die Moleküle ionisiert und verdampft, ohne die Proteine bzw. Peptide zu beschädigen 
(Budzikiewicz and Grigsby, 2006). Die entstandenen Ionen werden beschleunigt und zu 
einem Strahl gebündelt. Die Ionisation erfolgt meist durch Elektronenstossionisation. In der 
Ionentrennung werden die Ionen nach ihrem Masse/Ladungs-Verhältnis (m/z) mittels 
statischer oder dynamischer Methoden getrennt. Mittels dynamischer Methoden erfolgt die 
Ionentrennung in Flugzeitmassenspektrometern, in denen die Trennung auf der 
massenabhängigen Geschwindigkeit der Ionen beruht, oder in 
Quadrupolmassenspektrometern, in denen der Ionenstrahl zwischen vier stabförmige Pole 
eines elektrischen Wechselfeldes gelenkt wird. Nur diejenigen Ionen, die im Takt des 
Wechselfeldes ihre Richtung ändern, werden vom Massenfilter durchgelassen. Zum 
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Ionennachweis wird der im Wechselfeld entstehende Spannungsabfall gemessen. Mit 
Lichtpunktschreibern können die Spektren in wenigen Sekunden registriert werden. Da 
zahlreiche im Massenspektrometer anfallende Informationen leicht digitalisiert werden 
können, hat sich die Kopplung von Massenspektrometern mit Computern durchgesetzt (Zhen 
et al., 2004). Um noch genauere Informationen von einem bereits mit MS gemessenen 
Protein/Peptid zu erhalten, kann man dieses fragmentieren. Die fragmentierten Massen 
werden dann nochmals mit MS gemessen. Dieses Verfahren wird als sekundär MS, MS/MS, 
MS2, oder tandem MS bezeichnet (Guerrera and Kleiner, 2005). Trotz dieser 
fortgeschrittenen Technologie, ist es nicht immer möglich ein Protein oder Peptid vollständig 
zu detektieren. Manche Moleküle lassen sich nur sehr schwer proteolytisch verdauen oder 
lassen sich im Massenspektrometer gar nicht verflüchtigen. Zwecks dieser Schwierigkeiten 
hat man über Jahrzehnte verschiedene Proteindatenbanken erstellt. Aufgrund von zum Teil 
empirisch erhobenen Daten findet man dort Informationen zu bestimmten Proteinen und den 
ihnen zu Grunde liegenden Peptiden. Es existieren komplexe Softwareinstallationen, welche 
berechnen können, mit welcher Wahrscheinlichkeit ein bestimmtes Peptid aus einer Probe zu 
einem bereits bekannten Protein gehört. Für das Pferdeproteom existiert die Datenbank 
„Equine Peptidatlas“. Es ist zurzeit die grösste öffentliche Informationsquelle über Proteine 
beim Genus Equus (Bundgaard et al., 2014).  
Bei der Proteomikanalyse muss zwischen zwei unterschiedlichen Ansatzweisen unterschieden 
werden: Soll ein komplettes Protein als Ausgangspunkt für die MS verwendet werden, spricht 
man von Top-down Proteomik. Bei der Bottom-up Proteomik - oder auch Shotgun-
Proteomics – wird eine Mixtur von Proteinen mittels Trypsin in ihre Peptide verdaut, welche 
dann separiert und analysiert werden. Die hieraus resultierenden Fragmente trennt man über 
Elektrophorese und Chromatografie auf und analysiert sie dann im Massenspektrometer. Die 
Sequenzen der Fragmente werden anschliessend mit Sequenzen, die bereits in Protein-
Datenbanken gespeichert sind, verglichen und dann mit einzelnen Proteinen zugeordnet. Auf 
diese Weise kann mit hoher Genauigkeit sehr viele Proteine identifiziert werden (Speicher et 
al., 2004; Wysocki et al., 2005). Im Rahmen der vorliegenden Studie wurde ein „label-free 
untargeted Shotgun-Proteomics“ Ansatz ausgewählt, um ein möglichst breites Bild über die 
Unterschiede im Kumulusproteom der beiden Oozyten Maturationsbedingungen (in-vivo 
versus in-vitro) zu bekommen. 
Bei diesem Ansatz werden die Zellen mit einem denaturierenden Puffer isoliert und direkt mit 
Trypsin hydrolysiert. So wird eine immense Zahl an Peptiden generiert, welche nachfolgend 
mittels high performance liquid chromatography (HPLC) aufgetrennt werden. Die am 
häufigsten angewendete Separationsmethode ist die „reverse-phase“ Chromatografie, wobei 
die Peptide im sauren Milieu nach ihrer Hydrophobizität aufgetrennt werden. Wird die HPLC-
Säule direkt mit dem Massenspektrometer als Detektor verbunden, spricht man von einem 
LC-MS- oder LC-MS/MS-System. Die so separierten Peptide werden dann mit dem MS 
analysiert und mit der „in silico“ Datenbank verglichen, um Peptid- bzw. Proteinzuordnungen 
zu erhalten. Bei sehr komplexen biologischen Proben können zwei oder mehr orthogonale 
Chromatographieverfahren (z.B. Ionenaustauschchromatografie/ „reverse phase“ 
Chromatographie) kombiniert werden, um eine bessere Peptididentifizierung zu erreichen.  
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Die labelfreie Quantifizierung kommt, wie der Name schon vermuten lässt, ohne eine 
zusätzliche Markierung der Analyten aus. Grundlage bildet die Tatsache, dass Peptide zwar 
unterschiedlich gut ionisierbar sind, die Signalintensität eines Peptids im Massenspektrometer 
aber dennoch mit seiner Konzentration in der Probe korreliert. Somit ist es möglich, anhand 
seiner Signalintensität ein bestimmtes Peptid über mehrere Proben hinweg relativ zu einander 
zu quantifizieren. Voraussetzung dieser Methode sind eine sehr gut reproduzierbare 
Chromatographie sowie Massenspektrometrie. Vorteile dieser Art der Quantifizierung sind ihr 
sehr sparsamer Probenverbrauch, niedrige Kosten, und die schnelle Durchführung. Sie eignet 
sich besonders, wenn eine grössere Anzahl von Proben quantifiziert werden soll (Patel et al., 
2009). 
4.5.3. Proteomik-Untersuchungen an Kumulus-Oozyten-Komplexen 
Aufgrund der engen Kommunikation zwischen Kumuluszellen und der Oozyte und der 
Notwendigkeit der Kumuluszellen für eine erfolgreiche Maturation hat man sich Proteomik 
Analysen für ein besseres Verständnis von Kumulus-Oozyten-Komplexen zu Nutze gemacht. 
Bisher finden sich in der Literatur noch keine Studien, die das Proteom equiner Kumulus-
Oozyten-Komplexe mittels Massenspektrometrie untersuchten. Für diverse andere Spezies, 
wie dem Rind, der Maus oder dem Menschen, finden sich jedoch exemplarische 
Untersuchungen. Hierbei muss jeweils differenziert werden, ob im Rahmen der Arbeiten der 
gesamte Kumulus-Oozyten-Komplex oder nur die Oozyten beziehungsweise der Kumulus 
analysiert wurde. Oozyten selbst sind exzellente Modelle für Proteomik-Studien dank des 
Überfluss an maternalen Proteinen, welche während der Oogenese in ihrem grossen 
Zytoplasma angereichert werden. Diese grosse Proteinmenge reduziert die nötige Anzahl an 
Oozyten, welche für die effektive Proteinextraktion gebraucht werden. Berendt et al. (2009) 
untersuchten den Unterschied des Proteoms von unreifen MI und IVM-MII bovinen Oozyten 
anhand gepoolten Proben mittels Massenspektrometrie. Es wurden unterschiedliche 
Proteinmuster bei den verschiedenen Oozytenstadien gefunden. Anschliessend führten sie 
eine Quantifizierung der gefundenen Proteine durch. Die so ermittelten Proteine gaben 
Aufschluss über die Qualität der Oozyten (Berendt et al., 2009). Memili et al. (2007) 
untersuchten das Proteom von maturierten bovinen Oozyten und Kumuluszellen in gepoolten 
Proben mittels 2D-LC-MS. In einer anderen Proteomikstudie wurden in gepoolten Proben 
nicht maturierte Oozyten und Kumuluszellen beim Rind massenspektrometrisch untersucht. 
Messungen wurde mittels LC-MS/MS durchgeführt (Peddinti et al., 2010). Im Rahmen der 
massenspektrometrischen Untersuchung werden die Oozyten jedoch konsumiert und stehen 
nicht mehr für die weiteren Versuche wie beispielsweise einer Fertilisation zur Verfügung. 
Durch die enge bidirektionale Kommunikation zwischen Kumuluszellen und Oozyte bis zur 
finalen Maturation stellt der Kumulus ein besonders interessantes Untersuchungsmaterial dar, 
mit dem der KOK Metabolismus nicht-invasiv für die Oozyte untersucht werden kann 
(Gilchrist et al., 2011). Dies macht den Kumulus auch als Material für die Suche nach 
Biomarkern für die Entwicklungskompetenz der korrespondierenden Oozyte interessant. Die 
bedingt jedoch oftmals, dass die Analysen auf Level einzelner KOK durchgeführt werden 
müssen, was eine besondere Anforderung an die Sensitivität der Analysemethoden stellt. Eine 
Studie an einzelnen KOK wurde durch Hamamah et al. (2006) durchgeführt. Sie untersuchten 
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die unterschiedliche Proteinexpression in maturierten Kumuluszellen vom gleichen Patienten 
nach zwei verschiedenen hormonellen Stimulationsprotokollen. Sie nutzten eine 
hochauflösende zweidimensionale Proteinelektrophorese nach metabolischer Markierung mit 
dem Radioisotop (35S) Methionin. Es konnte eine starke Ähnlichkeit der Proteinexpression 
beim selben Patienten und beim selben Protokoll beobachtet werden, zwischen den Patienten 
gab es deutliche Unterschiede. In dieser Studie wurden die Unterschiede im Proteinmuster 
analysiert, ohne einer Identifikation der Proteine, die zwischen den Gruppen unterschiedlich 
exprimiert waren (Hamamah et al., 2006). Eine Untersuchung bei der LC-MS/MS verwendet 
wurde, in dem gepoolte Kumuluszellen untersucht wurden, kommt aus der Humanmedizin. Es 
wurde die unterschiedliche Proteinexpression in Kumuluszellen in Relation zum Alter des 
Donors untersucht. Die KOK wurden in-vivo entnommen. Es konnten 1423 Proteine aus MII 
Kumuluszellen identifiziert werden, wovon 7,7% in Abhängigkeit zum Alter des Donors 
unterschiedlich exprimiert waren (McReynolds et al., 2011). Beim Pferd wurden erst einzelne 
Proteinanalysen mittels Western Blot und Immunhistochemie vorgenommen. Eine Studie von 
Dell’Aquila et al. (2008) untersuchten den Einfluss eines Opioidrezeptors auf die meiotische 
Kompetenz. Als Probenmaterial wurden Oozyten und Kumuluszellen verwendet. Sie konnten 
zeigen, dass der Opioidrezeptor jahreszeitlich unterschiedlich exprimiert wird und einen 
saisonalen Einfluss auf die meiotische Kompetenz hat (Dell'Aquila et al., 2008). 
Proteomikstudien an einzelnen equinen Kumuluskomplexen wurden bisher noch nicht 
durchgeführt.  
4.5.4. Unterschiede im Kumulus-Proteom zwischen in-vivo und in-vitro maturierten 
Oozyten 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll das Kumulusproteom von Oozyten, die erfolgreich 
in-vivo oder in-vitro maturiert wurden verglichen werden. Oozyten, die unter in-vitro 
Bedingungen maturiert wurden, weisen im Vergleich zu in-vivo maturierten Oozyten eine 
deutlich reduzierte Entwicklungskompetenz auf (Kapitel 4.3.). Von besonderem Interesse für 
die assistierte Reproduktionsmedizin sind daher Untersuchungen, die sich mit den 
Abweichungen im KOK-Metabolismus unter in-vitro Bedingungen beschäftigen. In der 
Literatur finden sich dazu bislang noch keine Studien für die Spezies Pferd. Bei anderen 
Säugetieren wurden jedoch schon erste Untersuchungen in dieser Richtung durchgeführt. 
Salhab et al. (2013) untersuchten die Proteinexpression in bovinen Kumuluszellen nach in-
vivo und in-vitro Maturation mittels Western Blot. Sie konnten 472 unterschiedlich 
exprimierte Proteine identifizieren, welche unter IVM Bedingungen in vermehrten Mengen 
vorkommen. Die überexprimierten Proteine konnten in die Funktionen für Zellbewegung, 
Zelladhäsion und der extrazellulären Matrix eingeteilt werden (Salhab et al., 2013).  
Auf Ebene der Genexpression finden sich Studien, die Abweichungen in einem globalen 
„Omics“ Ansatz untersuchten. In einer Studie wurde die Genexpression von murinen 
Kumuluszellen mit einer Mikroarrayanalyse untersucht (Brown et al., 2017). Das Ziel war, 
einen Unterschied in der Genexpression zwischen in-vivo und in-vitro maturierten Oozyten 
nachzuweisen. Sie konnten aufzeigen, dass die Rolle des Epidermal-growth Faktors, die 
extrazelluläre Matrix, der Metabolismus der Kumuluszellen und das Immunsystem kritische 
Einheiten für eine erfolgreiche IVM. 
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4.6. Erwartete Relevanz der Ergebnisse 
Für die IVF beim Pferdstellen die Maturationsbedingungen den entscheidenden limitierenden 
Faktor für eine erfolgreiche Maturation und spätere Fertilisation dar. Unterschiede im 
Proteinmuster zwischen in-vivo und in-vitro maturierten KOK können behilflich sein, die 
Maturationsmedien ex-vivo durch Adaptation an die in-vivo Bedingungen weiter zu 
optimieren. Die Ergebnisse sind dabei nicht nur für die equine assistierte Reproduktion 
relevant, sondern könnten auch in die Humanreproduktion übertragen werden. Die Frau weist 
eine ähnliche Ovarphysiologie auf wie die Stute, diese stellt somit ein ideales Modelltier für 
die humane IVF dar (Carnevale, 2008). Die guten Kenntnisse über die Morphologie der 
equinen Oozyte sowie die gute Etablierung von Techniken wie der ICSI stellen ein solides 
Fundament für weitere translationale Forschung. 
Die reproduktionsmedizinischen Gemeinsamkeiten beider Spezies wurden schon von 
verschiedenen Autoren zusammengestellt (Parfenov et al., 1989; Hinrichs et al., 1993): 
1. eine lange Follikelphase 
2. ein langes interovulatorisches Intervall 
3. die Präsenz eines dominanten Follikels im Östrus 
4. die Formation eines grossen Follikels mit viel Follikelflüssigkeit  
5. eine relativ lange Zeitspanne zwischen LH Stimulation und Ovulation (36h) 
6. ein dichtes Chromatinnetzwerk im GV, wenn die Oozyte die meiotische Kompetenz 
erlangt, oder in Atresie geht  
 
Über die Reproduktionsorgane hinaus hat die Stute auch weitere Ähnlichkeiten zum 
Menschen, sowohl in der Physiologie als auch in der Pathologie. Hierzu zählen beispielsweise 
die Einflüsse von Stress, sportlicher Aktivität, Obesitas oder Stoffwechselproblemen wie das 
metabolische Syndrom auf die Reproduktionsleistung. Auch die Langzeitwirkung von 
Medikamenten auf den Reproduktionstrakt kann beim Pferd bestens untersucht werden. Alle 
diese Merkmale machen die equine Oozyte zu einem optimalen Modell, um auch die humane 
Reproduktionsmedizin besser zu verstehen.  
  
32 
 
5. MATERIAL UND METHODEN 
Das Probenmaterial für diese Arbeit bestand aus Kumulus-Oozytenkomplexen (KOK), 
welche aus Ovarien von zur Schlachtung vorgesehenen Stuten gewonnen wurden. Das Ziel 
dieser Arbeit war der Vergleich des Proteinmusters von Kumuluszellen nach erfolgreicher 
Maturation in-vivo und nach erfolgreicher Maturation in-vitro. Für jede Gruppe sollten zehn 
KOK für die Analyse gewonnen werden. Bei den Stuten der in-vivo Gruppe wurde vor der 
Schlachtung der Zyklus kontrolliert und im Östrus die Ovulation induziert. Die Tiere der in-
vitro Gruppe wurden ohne vorherige Zykluskontrollen geschlachtet und die unreifen Oozyten 
der Maturation in-vitro zugeführt. In diesem Kapitel erfolgt die ausführliche Beschreibung der 
KOK Gewinnung und Aufarbeitung für die beiden Vergleichsgruppen. 
5.1. In-vivo Gruppe 
Die Probengewinnung für die in in-vivo Gruppe wurde im Zeitraum vom September 2013 bis 
Mai 2014 durchgeführt. Dafür wurden ausschliesslich Stuten verwendet, welche zur 
Schlachtung vorgesehen waren. Die Herkunftsländer der Stuten waren die Schweiz und 
Frankreich. Es wurden 16 Stuten in einem Alter zwischen 3 und 22 Jahren für das Projekt 
gekauft, welche entweder aus gesundheitlichen Gründen oder aufgrund ihres Alters 
geschlachtet wurden (Tabelle 1). Alle Stuten wurden bis zum Schlachtzeitpunkt in einem 
privaten Pferdezuchtbetrieb im Kanton Aargau untergebracht, wo sie in der Gruppe gehalten 
wurden und freien Weidegang hatten. Die Schlachtung wurde im Schlachtlokal vom 
Tierspital der Universität Zürich vom dortigen Metzger durchgeführt. Die geschlachteten 
Stuten waren alles Tiere, welche im Equidenpass als Nutztiere registriert waren. Das Fleisch 
konnte also für die Produktion von Lebensmitteln weiterverwendet werden. Für den Versuch 
lag eine Tierversuchsbewilligung vom Kantonalen Veterinäramt vor (Tierversuchsnummer 
153/13). 
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Tabelle 1: Anamnestische Daten der Schlachtstuten der in-vivo Gruppe 
 
ID: Identitätscode Probe.  
5.1.2. Vorbereitung der Stuten 
Der Sexualzyklus der Stuten wurde regelmässig mittels rektaler palpatorischer und 
ultrasonografischer Untersuchung kontrolliert. Dabei wurden die Ovarien auf 
Funktionsgebilde untersucht, und die Gebärmutter hinsichtlich eines vorhandenen 
Rosseödems beurteilt. Wiesen die Stuten einen Follikel mit einer Grösse von mindestens 35 
mm zeitgleich mit einem uterinen Ödem auf, wurde intravenös 2500 I.E. hcG (Chorulon®, 
MSD Animal Health, Luzern) verabreicht, um die Maturation des Kumulus-
Oozytenkomplexes zu induzieren.  Exakt 30h später wurden die Stuten nach 
ultrasonografischer Kontrolle des Follikels geschlachtet.  
Bei Stuten, die bei erstmaliger Untersuchung keine Rosseanzeichen zeigten, wurde 
intramuskulär 1 ml Cloprostenol (Estrumate®, Veterinaria, Pfäffikon) verarbreicht, um die 
Luteolyse herbeizuführen und somit eine Rosse zu induzieren. 
Der Zeitpunkt der Verabreichung von Chorulon® (MSD Animal Health, Luzern) wurde auf 
morgens 5.00 Uhr gelegt, damit die Schlachtung am darauf folgenden Tag um 11.00 Uhr 
durchgeführt werden konnte.  
ID Rasse Alter Herkunft Schlachtung
1KOK Freiberger 9 CH 21.09.2013 1 1 -
2KOK Warmblut 15 CH 28.09.2013 - - -
3KOK Warmblut 27 CH 06.10.2013 - - -
4KOK Freiberger 12 CH 23.09.2013 1 1 -
5KOK Freiberger 21 CH 02.10.2013 - - -
6KOK Warmblut 12 CH 06.10.2013 1 1 ja
7KOK Warmblut 6 CH 16.10.2013 - - -
8KOK Polen 9 CH 24.12.2013 1 1 ja
9KOK Traber 4 F 10.04.2014 - - -
10KOK Traber 3 F 12.04.2014 3 1 ja
11KOK Vollblut 4 F 12.04.2014 2 1 ja
12KOK Traber 6 F 14.04.2014 3 2 ja
13KOK Traber 3 F 15.04.2014 - - -
14KOK Traber 5 F 06.05.2014 5 1 ja
15KOK Traber 3 F 10.05.2014 3 1 ja
16KOK Traber 4 F 17.05.2014 - - -
KOK's total
KOK's 
expandiert
Proteomik 
Auswertung
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5.1.3. Oozytengewinnung 
Die Stuten wurden im Schlachtlokal mit einem Bolzenschussapparat betäubt und sofort 
entblutet. Nach 2 min. wurde die Bauchhöhle eröffnet, um die Ovarien zu entnehmen. Die 
Ovarien wurden in 38 °C warme physiologische Kochsalzlösung (s. Medienverzeichnis Nr. 
9.2.3) mit Heparin (9.2.4)  und Antibiose (9.2.6) verbracht und in einem Thermobehälter 
(9.1.7) warm gehalten bis sie im IVF Labor der Klinik für Reproduktionsmedizin am 
Tierspital Zürich weiter verarbeitet wurden. Die Zeit von der Schlachtung bis zur Bearbeitung 
im Labor betrug ca. 15 min. Dort wurde der Follikel mit einem Skalpell (9.1.10) über einer 
Wärmeplatte (38°C) aufgeschnitten. Die Follikelflüssigkeit wurde aufgefangen. Das 
Follikellumen wurde mit einem scharfen Löffel ausgekratzt und mit einer DMEM Hepes 
(9.2.1) gefüllten 20 ml Spritze (9.1.9) dreimal ausgespült. Die Flüssigkeit wurde dann unter 
dem Mikroskop (9.1.6) auf einen Kumulus-Oozyten-Komplex durchsucht. Von 9 Stuten 
konnte je ein KOK isoliert werden, von einer Stute (ID 12; 12KOK) konnten zwei KOK von 
zwei verschiedenen Follikeln gewonnen werden (Tabelle 1). Von 7 Stuten konnte kein KOK 
gewonnen werden, dies entspricht einer Findungsrate von 62.5 %. Aus der Stute 12KOK 
konnten zwei KOK aus zwei Follikeln gewonnen werden, beide wurden mittels MS 
analysiert, in die finale Auswertung wurde ein KOK (12KOKA) aufgrund einer besseren 
Intensität mit geringerem Normalisationsfaktor in der MS Analyse übernommen. 1KOK und 
4KOK wurden im Rahmen von Vorversuchen noch in PBS und nicht in DMEM gewonnen 
und wurden darum nicht in die finale Auswertung übernommen. Somit wurden für die in-vivo 
Gruppe final die MS Daten von 7 KOK ausgewertet (Tabelle 1). 
Die Aufbereitung der KOK für die massenspektrometrische Untersuchung erfolgte nach 
folgendem Protokoll (9.3): 
Der KOK wurde in Waschtropfen aus PBS (9.2.5) gewaschen und danach in seiner weitesten 
Länge unter dem Mikroskop (9.1.6) in einer 40-fachen Vergrösserung gemessen. Der 
Kumuluskomplex wurde mit Hilfe einer Stripperpipette (9.1.15), justiert auf 3 µl, von der 
Oozyte getrennt. Ein Volumen von 3 µl Kumuluszellen in PBS wurde in ein 1.5 ml Eppendorf 
Röhrchen (9.1.4) mit 7µl Trypsin (9.2.7) gegeben. Das Röhrchen wurde 10 min. bei 37 °C 
inkubiert und zur Herstellung einer homogenen Kumulussuspension 4-mal mit der 
Stripperpipette durchmischt. An einem Aliquot von 1µl Kumulus Suspension wurde eine 
Bestimmung von Zelldichte und Vitalität der Kumuluszellen mit Hilfe der Trypan Blau 
Färbung (9.2.12) durchgeführt. Das Aliquot wurde in 4µl Trypanblau Lösung gelöst und für 3 
min. inkubiert, um die toten Kumuluszellen blau anzufärben. Die restlichen 9µl Kumulus 
Suspension wurden unverzüglich in flüssigem Stickstoff eingefroren. Die angefärbten 
Kumuluszellen wurden in einer Neubauerzählkammer (9.1.16) ausgezählt. Dabei wurde 
zwischen grossen weissen, kleinen weissen (vitalen), und grossen blauen (toten) 
Kumuluszellen unterschieden.  
Die von den Kumuluszellen getrennte Oozyte wurde für 5 min. in einen weiteren Tropfen 
20%iger Trypsinlösung verbracht, um die letzten verbliebenen Kumuluszellen von der Oozyte 
zu trennen. Anschliessend wurde unter dem inversen Mikroskop bei 40-facher Vergrößerung 
35 
 
 
kontrolliert, ob ein Polkörper ausgestossen wurde und somit eine erfolgreiche Maturation 
stattgefunden hatte (Abb. 2). Nur die Proben, bei denen ein Polkörper identifiziert werden 
konnte, wurden für die Proteomik Analyse weiterverwendet. 
Die Oozyten wurden anschließend zur Beurteilung des Chromatinmusters mit Höchst® (9.2.9) 
angefärbt.  Dafür wurden sie zuerst für 15 min. in einem 100µl Tropfen aus Formalin (9.2.12) 
eingelegt, um fixiert zu werden. Anschliessend wurden sie auf einem Objektträger mit 6µl 
Höchst Lösung (9.2.9) platziert. Die fluoreszensmikroskopische Auswertung konnte jedoch 
nur bei einzelnen Oozyten erfolgreich durchgeführt werden. Auf eine detaillierte Analyse der 
Bilder wurde aufgrund dessen verzichtet. Exemplarisch zeigt Abb. 3 eine Metaphase II 
Oozyte, bei der die DNA im Polkörper wie auch im Zytoplasma schön zu erkennen ist.  
 
Abb. 2: Metaphase II Oozyte mit Polkörper (schwarzer Pfeil), und Kumuluszelle (roter Pfeil). 
Schwarzer Balken = 50µm,  
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Abb. 3: Höchst Färbung einer Metaphase II Oozyte mit Polkörper (gelber Pfeil) und 
Metaphase II Platte (blauer Pfeil).  
5.1.4. Charakterisierung der in-vivo gereiften KOK 
Die Follikelflüssigkeit von den in-vivo gereiften Oozyten stellte einen limitierenden Faktor 
auf der Suche nach KOK unter dem Mikroskop dar. Der visköse Inhalt der sprungreifen 
Follikel hat eine eidotterähnliche Konsistenz, was zu einem starken Verklumpen führte (Abb. 
4 und 5). Dieser Faktor erschwerte die Suche nach KOK massgeblich und resultierte in einer 
reduzierten Oozytengewinnungsrate von 62.5%. Bei der Charakterisierung der KOK wurde 
deshalb auch die Zeit vom Start der Follikelspülung bis ein KOK gefunden wurde 
berücksichtigt. Diese Zeitspanne variierte von 0.5 h – 2 h. Insgesamt wurden acht KOK 
charakterisiert (Tabelle 2). Wie weiter oben schon erwähnt, wurden der größte Durchmesser 
der KOKunter dem inversen Mikroskop (9.1.6) bei 40-facher Vergrösserung bestimmt. Die 
Qualität des Kumulus wurde in expandiert oder kompakt eingeteilt (Abb. 6). Auch für das 
Ovar und den Follikel, aus dem der jeweilige KOK stammte, wurde der maximale 
Durchmesser bestimmt. Blutungen in die gewonnene Follikelflüssigkeit wurden mit 
Erythrozyten (EC’s) + oder – bezeichnet. 
   
Abb. 4: Inhalt eines sprungreifen Follikels in einer Petrischale. 
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Abb. 5: Eidotterähnlicher, schleimiger Zelldetritus aus dem Follikellumen eines sprungreifen 
Follikels. 
   
Abb. 6: Oozyte mit Corona radiata Zellen (Pfeil), und expandiertem Kumulus. Schwarzer 
Balken = 500µm.                         
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Tabelle 2: Charakterisierung der in-vivo maturierten Oozyten
 
ID: Identifikationscode Proben, KOK µm: längster Durchmesser unter dem Mikroskop in 40-
facher Vergrösserung, e: expandiert, Ec: Erythrozyten, cr: Corona radiata, p: Polkörper, gw: 
grosse weisse, kw: kleine weisse, gb: grosse blaue. 
5.2. In-vitro Gruppe 
Für die in-vitro Studie wurden Ovarien aus den Pferdeschlachtbetrieben Michel (Felben, ZH, 
Schweiz) und Baumgartner (Diepoldsau, SG, Schweiz) verwendet. Die Stuten wurden dort 
unabhängig von ihrem Sexualzyklus geschlachtet. Die Stuten wurden immer am 
Montagmorgen zwischen 7 und 10 Uhr geschlachtet. Es wurden KOK aus Ovarien von 5 
verschiedenen Stuten untersucht (Tabelle 3). Die Ovarien wurden nach dem Schlachten in 
38°C warme physiologische Kochsalzlösung (9.2.3) verbracht. Die Zeit von der Schlachtung 
der Stuten bis die Ovarien im Labor weiterverarbeitet wurden, betrug im Durchschnitt 3 
Stunden. Dies ist auf die geographische Distanz vom Labor und den Schlachtbetrieben 
zurückzuführen. 
Tabelle 3: Anamnestische Daten der Schlachtstuten der in-vitro Gruppe 
 
ID T°C Ovar cm Follikel cm KOK µm Menge Qualität EC Eizelle²gw kw gb
6KOK 36.8 7.0 3.6 2553.13 viel e + cr/p 26 15 0
8KOK 37.8 7.0 4.2 2644 mittel e + cr/p 19 2 0
10KOK 38 6.0 4 3387.7 viel e - cr/p 26 6 4
11KOK 37.9 7.0 3.8 1645.8 wenig e - cr/p 21 3 0
12KOKA 36.9 9.0 4.8 2939.9 viel e - cr/p 46 4 24
12KOKB 35.1 7.1 3.9 2004 viel e - cr/p 19 37 3
14KOK 35.1 8.2 4.2 2460 viel e - cr/p 41 11 7
15KOK 36.2 7.5 4.5 2894.4 viel e - cr/p 36 4 5
Kumulus Zählkammer
ID Rasse Alter Herkunft Schlachtdatum
38KOKV Warmblut 22 CH 01.09.2014 2 1
43KOKV Freiberger 9 CH 08.09.2014 1 1
KOK's 
total      
KOK's 
maturiert 
2
2
2
34KOKV 
36KOKV
Warmblut 18 CH 26.08.2014
Traber
39KOKV 
40KOKV
2 CH 01.09.2014
41KOKV 
42KOKV
Freiberger 17 CH 08.09.2014
3
5
2
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ID: Identitätscode der Proben, KOK total: gewonnene KOK vor der Maturation alle mit 
kompaktem Kumulus, KOK maturiert: KOK mit Polkörperchen nach 30h Maturation. Die 
Maturationsrate beträgt 62%. 
5.2.1. In-vitro Maturation 
Im Labor wurden dann alle Follikelstadien, die auf den Ovarien gefunden wurden, mit einem 
Skalpell (9.1.10) aufgeschnitten und wie bei den in-vivo Follikeln mit DMEM Hepes (9.2.1) 
ausgespült, die Grösse gemessen und mit einer Follikel ID gekennzeichnet. Für die in-vitro 
Maturation wurden nur unreife KOK mit kompaktem Kumulus selektiert (Abb. 8). Das 
ausführliche Protokoll findet sich im Anhang (9.3). 
Alle gefundenen KOK wurden in einer 60 mm Petrischale in DMEM Advanced (9.2.2) 
gewaschen, um anschliessend in die Maturationstropfen verbracht zu werden. Diese 
bestanden aus 975µl DMEM Advanced+Hormone (9.2.2, 9.2.8). Die Wasch- und 
Maturationstropfen wurden 1h vor dem Gebrauch bei 38.5 °C und 5% CO2 präinkubiert. Die 
KOK wurden schliesslich für 30h (9.1.5) bei 38.5 °C, und 5% CO2 im Inkubator in-vitro 
maturiert. Nach Ablauf der 30h wurden alle KOK in DMEM Hepes (9.2.1) bei Raumluft auf 
eine Wärmeplatte gegeben. Anschliessend wurde nach dem gleichen Protokoll wie in Gruppe 
1 weitergearbeitet (9.3). 
5.2.2. Charakterisierung der in-vitro gereiften KOK 
Im Vergleich zu den sprungreifen Graafschen Follikeln aus der in-vivo Gruppe zeigte die 
Follikelflüssigkeit aus den Sekundär- oder Tertiärfollikel aus der in-vitro Studie eine kaum 
visköse/wässrige Konsistenz (Abb. 7). Die Charakterisierung erfolgte analog zur in-vivo 
Gruppe (Tabelle 4). Die Qualität des Kumulus wurde vor und nach der Maturation beurteilt. 
Für die in-vitro Maturation wurden nur KOK mit einem kompakten Kumulus oophorus 
selektiert (Abb. 8). Die Probenaufarbeitung nach 30 h Maturation erfolgte analog zur in-vivo 
Gruppe. Die Maturationsrate betrug 62%. Die maturierten Oozyten hatten alle einen 
Polkörper (Abb. 9).  
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Abb. 7: Follikelflüssigkeit eines unreifen Follikels, mit einem Durchmesser von 3cm. 
  
Abb. 8: Oozyte mit Corona Radiata (Pfeil) und kompaktem Kumulus. Schwarzer Balken = 
500µm. 
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Abb. 9: In-vitro maturierte Oozyte mit Polkörper. Schwarzer Balken = 50µm. 
Tabelle 4: Charakterisierung der in-vitro maturierten Oozyten 
 
ID: Identifikationscode Proben, GK: Gelbkörper, KOK µm: längster Durchmesser unter dem 
Mikroskop in 40-facher Vergrösserung, e: expandiert, k: kompakt, Ec: Erythrozyten, cr: 
Corona radiata, p: Polkörper, gw: grosse weisse, kw: kleine weisse, gb: grosse blaue. 
5.3. Messung der Proben am Functional Genomic Center 
5.3.1. Probenvorbereitung 
Bis zum Zeitpunkt der Analyse wurden die Proben bei -80°C im Tiefgefrierschrank gelagert. 
Eine Kombination von Sonoreaktor (SR) basierender Zelllyse (Lopez-Ferrer et al., 2005) und 
der Probenvorbereitung durch eine „filter aided sample preparation“ (FASP) (Wisniewski et 
al., 2009) wurde für die Proteinextraktion und Verdauung verwendet (SR-FASP). Das SR-
FASP Protokoll wurde speziell vom Functional Genomic Center in Zürich für die 
Vorbereitung der sehr kleinen Probenmengen von einzelnen KOK entwickelt. Zuerst wurde 
die Metabolitenextraktion mit vier Gefrier- und Auftauzyklen in 90%-igem Methanol 
ID T°C GK Menge prämatur matur EC Eizelle gw kw gb
34KOKV 23 8.0 - 3.5 2390.4 viel k e - cr/p 41 1 6
36KOKV 29 8.0 - 3 2145.8 viel k e - cr/p 32 3 5
38KOKV 30 4.0 - <2 2615.4 viel k e - cr/p 83 1 3
39KOKV 34 5.0 - 3.5 1001.9 mittel k e - cr/p 43 0 1
40KOKV 26 5.0 - 4 2995 viel k e - cr/p 184 6 5
41KOKV 28 8.0 - 4.5 1783.6 viel k e - cr/p 155 6 2
42KOKV 22 4.0 - 3.5 673.2 wenig k e - cr/p 16 0 0
43KOKV 31 4.0 GK 2 328.1 wenig k e - cr/p 4 0 0
Zählkammer
Kumulus
QualitätOvar 
cm
Follikel 
cm
KOK 
µm
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durchgeführt. Nach 15 min. Zentrifugation wurde das gewonnene Pellet wieder bei -80°C 
tiefgefroren bis die eigentliche Proteomik Analyse durchgeführt wurde. Der Überstand wurde 
für eine Metabolomics Untersuchung aufbewahrt. 
Das Pellet wurde in 30µl SDS Lysepuffer (9.2.13) gelöst und für 5 min. bei 95 °C inkubiert. 
Danach wurden die Proben mit einem High Intensity Focused Ultrasound (9.1.17) für 10 min. 
mit einer Ultraschallamplitude von 65% und einem Zyklus von 0.5 beschallt (Lopez-Ferrer et 
al., 2005). Anschliessend wurden die Proben für 10 min. bei 14000xg zentrifugiert und die 
Proteinkonzentration mit dem Qubit® Protein Assay Kit (9.1.18) bestimmt. Unter 
Verwendung des adaptierten filterunterstützten Protokolls (FASP) wurden 10µg Protein 
verdaut (Wisniewski et al., 2009). Dazu wurden die Proteine mit 200µl UT Puffer (9.2.14) 
verdünnt und auf einen Microcon-30kDa Zentrifugenfilter mit einer Ultracel-30 Membran 
geladen (9.1.19). Dieser wurde für 25 min. bei 14‘000 G bei Raumtemperatur zentrifugiert. 
Die Filtereinheit wurde mit 200µl UT Puffer (9.2.14) gewaschen und es folgte eine weitere 
Zentrifugation für 25 min. bei 14‘000xg. Die Alkylierung der reduzierten Proteine wurde mit 
0,05 M Iodoacetamid in 100µl UT Puffer (9.2.14) durchgeführt, welches für 5 min. auf dem 
Filter inkubiert wurde. Darauf folgten 3 Waschzyklen mit 100µl UT und zwei Waschzyklen 
mit 100µl NaCl 0.5 M. Der proteolytische Verdau wurde mit Hilfe von Trypsin (9.2.7) über 
Nacht durchgeführt.  Dazu wurde Trypsin in einem Verhältnis von 1:50 (Trypsin/Protein) in 
120 µl 0.05 M Triethylammonium-bicarbonat Puffer (pH 8.5) auf die Filtereinheit gegeben 
und die Proben bei Raumtemperatur (RT) in einer Feuchtkammer inkubiert. Nach der Elution 
bei 14‘000xg bei RT wurde die Peptidlösung mit Trifluoroessigsäure (TFA) bis zu einer 
finalen Konzentration von 0.5% angesäuert. Die Peptide wurden für die MS Analyse mit 
Festphasenextraktionssäulen C18 entsalzt, nachfolgend in einem Vakuumkonzentrator 
getrocknet und in LC-MS Lösung resolubisiert. 
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Abb. 10: Ablauf der Probenaufarbeitung: Nach einer Sonoreaktor assistierten Zelllyse und 
Proteinextraktion wurden 10µg Protein jeder Probe gewaschen, reduziert, alkalisiert und über 
Nacht mit Trypsin verdaut. Die Proben wurden dann mittels LC-MS/MS im datenabhängigen 
Aquisitionsmodus gemessen.  
5.3.2. Massenspektrometrie 
Die Proben wurden in einem Block in zufälliger Reihenfolge analysiert. Verwendung fand ein 
LC-MS/MS Orbitrap Fusion Massenspektrometer (9.1.20) mit datenabhängigem 
Aufnahmemodus. Das MS wurde an ein Nano HPLC System gekoppelt (9.1.21). Die Peptide 
wurden auf einer selbstgefertigten Kapillarsäule (75µm x 150mm), die mit „reverse phase“ 
Säulenmaterial gefüllt wurde, gegeben. Das Nanospray wurde durch die Kopplung mit einem 
Glasemitter erreicht. Die Flüssigkeitszusammensetzung für Kanal A war 0.1 % Ameisensäure 
in Wasser und 0.1 % Ameisensäure in Acetonitril für Kanal B. Die Peptide wurden mit einer 
Fliessgeschwindigkeit von 300 nl/min. bei einem Gradienten von 1% bis 35% Acetonitril über 
120 min. eluiert. Nachfolgend wurde die Säule durch eine Erhöhung des Acetonitrilsanteils 
auf 98% für 10 min gewaschen. Die Precursormassenspektren (300-1500 m/z) wurden bei 
einer Auflösung von 60‘000 bei 200 m/z und einem Ionenzielwert von 5x105 aufgenommen. 
Eine interne Massenkalibration (371,1010 und 445,12003 m/z) wurde gebraucht und die 
maximale Zyklusdauer zwischen den Vorläuferionenmassenspektren war auf 3 Sekunden 
eingestellt. Datenabhängige MS/MS wurden in der linearen Ionenfalle aufgezeichnet. Als 
Massenselektor wurde der Quadrupol mit einem Fenster von 0.7 Da verwendet. Selektierte 
Ionen wurden durch HCD Fragmentation mit 30% Kollisionsenergie fragmentiert. Die 
Massenanalyse in der Ionenfalle wurde im schnellen Scanverfahren mit einem Ionenzielwert 
von 1x104 und einer maximalen Injektionszeit von 35 ms durchgeführt. Vorläufersignale mit 
einem Ladungszustand von +2 bis +6 wurden für die Fragmentation selektiert, wenn sie 
mindestens eine Signalintensität von 1x104 aufwiesen. Diese Signale wurden dann während 
25 Sekunden eine dynamische Ausschlussliste gesetzt. Ein Pool von 5µl von jeder Probe 
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wurde im gleichen Analyseblock analysiert und als Referenz für die 
Retentionszeitnormalisierung benutzt. 
5.3.3. Datenanalyse 
Die Progenesis QI Proteomics Software wurde für die labelfreie Quantifizierung verwendet. 
Es wurde eine paarweise automatische Angleichung jeder Messung an die Referenz aus dem 
Probenpool durchgeführt. Das Peak Picking wurde mit hoher Sensitivität durchgeführt und es 
wurden nur Ionen mit den Ladungen 2, 3 und 4 für die Analyse verwendet. Die besten fünf 
Tandemmassenspektren (Rangierung entspricht der Entfernung vom Apex des 
Elutionsprofiles) pro Peptid-Ion wurden mit Ladungsdekonvolution und Deisotopisierung mit 
einer maximalen Fragmentationszahl von 200 peaks pro MS/MS exportiert (Kall et al., 2008). 
Die Spektren wurden in der Uniprot Datenbank für Pferde (NCBI Taxonomy ID 9796, release 
date 20141121) durchsucht, welche zur genaueren Beschreibung von nicht charakterisierten 
Proteinen bei der Spezies Equus caballus mit homologen Proteinen anderer Spezies in der 
Uniprot Datenbank verknüpft wurde. Zur Abschätzung der Fehlerrate bei der 
Proteinidentifikation wurden zusätzlich reverse Sequenzinformationen verknüpft. Die Suche 
erfolgte auf dem Mascot Server v.2.4.3 (Matrix Science, UK) mit einer Toleranz von 10 ppm 
für Vorläuferionenmassen und 0.5 Dalton für Fragmentionentoleranz. Die Enzymspezifität 
wurde für Trypsin eingestellt mit einem erlaubten Maximum von zwei fehlenden Spaltstellen. 
Die Karbamidomethylierung von Cystein wurde als eine feste Modifikation gesetzt, die 
Oxidation von Methionin, die Deaminierung von Glutamin und Asparagin und die 
Acetylierung des Protein N-Terminus wurden als variable Modifikationen ausgewählt. Das 
Suchergebnis von Mascot wurde in die Software Scaffold v.4.1.1. geladen, um die 
Peptidwahrscheinlichkeiten mittels des Peptid Prophet Algorithmus zuzuordnen. Proteine, 
welche identische Peptide hatten und nicht alleine mittels MS/MS Analyse differenziert 
werden konnten, wurden gruppiert, um dem Sparsamkeits-Prinzip Rechnung zu tragen. Die 
Peptid- und Proteinzuordnungen wurden nach FDR („false discovery rate“) Filtration 
exportiert (Peptid-Level 5%; Protein-Level 10%). Dieser Spektrenkatalog wurde in die 
Progenesis QI Software für Proteomik Analysen geladen, um die LCMS 
Intensitätseigenschaften mit der Peptid- und Proteininformation zu verbinden. Eine Probe aus 
der in-vitro maturierten Gruppe (43KOKV) wurde als starker Ausreisser identifiziert und von 
der finalen Auswertung ausgeschlossen. Somit wurde der Gruppenvergleich mit jeweils 7 
Proben pro Gruppe durchgeführt. Das vollständig detektierte Kumulusproteom wurde mit 
Hilfe des PANTHER (Protein ANalysis THrough Evolutionary Relationships) 
Klassifikationssystems den verschiedenen Gene Ontology Gruppen zugeteilt 
(http://www.pantherdb.org). Die zwei Experimentgruppen in-vivo und in-vitro (jeweils n=7) 
wurden miteinander verglichen. Nur Proteine mit mindestens 2 identifizierten Peptidsignalen 
wurden in der quantitativen statistischen Analyse ausgewertet. Die FDR für die 
quantifizierbaren Proteine lag unter 1% (Kall et al., 2008). Unterschiedlich exprimierte 
Proteine wurden mit einem fold change > 2 und mit p ≤ 0.05 (t-Test) definiert. Mit Hilfe der 
String-Datenbank (http://string-db.org) wurde die Überrepresentationsanalyse der 
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unterschiedlich exprimierten Proteine durchgeführt. Über- und unterexprimierte Proteine 
wurden über alle detektierten Proteine im Experiment gelegt und hinsichtlich einer 
Überrepräsentation von Gene Ontology Gruppen und KEGG (Kyoto Enzyclopedia of Genes 
and Genomes) Pathways analysiert.  
 
Abb. 11: Die erfassten Daten wurden mit Hilfe der Progenesis QI Software (Nonlinear 
Dynamics) ausgewertet. Nach dem Angleichen der Spektren an die Referenzprobe erfolgt das 
„Peak Picking“ unter dem mehrere Schritte zusammengefasst sind: Die Aggregation der 
Läufe, der Chromatogramm Aufbau, die Dekonvolution der Isotope und Addukte und letztlich 
die Normalisierung und Quantifizierung der Proteine. Die Proteinidentifikation erfolgte mit 
Hilfe einer Mascot Suche. 
5.4. Zusammenarbeit mit anderen Instituten 
Am Zustandekommen der vorliegenden Arbeit waren neben der Klinik für 
Reproduktionsmedizin am Departement für Nutztiere der Vetsuisse-Fakultät die folgenden 
Institutionen der Universität Zürich beteiligt: 
Functional Genomics Center Zürich, Universität Zürich und ETH Zürich: 
Proteomik Analyse und Datenauswertung (Dr. Bernd Roschitzki, Claudia Fortes, Dr. Jonas 
Grossmann).  
5.5. Tierversuchsbewilligung 
Für die Untersuchung lag eine Tierversuchsbewilligung des Kantonalen Veterinäramts Zürich 
vor (Tierversuchsnummer 153/13).  
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6. RESULTATE 
6.1. Das Equine Kumulus Proteom 
Im ganzen Versuchsansatz wurden insgesamt 2060 quantifizierbare Proteine aus der Uniprot 
Datenbank für Pferde nachgewiesen. Mit Hilfe des webbasiertem Klassifikationssystems 
PANTHER (Mi et al., 2017) wurde die Verteilung der Proteine auf die verschiedenen 
Zellkomponenten analysiert.  
In der Gene Ontology Einteilung nach zellularen Komponenten waren die Proteine auf acht 
Gruppen verteilt (Abb. 12). Die meisten Treffer ergaben die Komponenten Zellanteile mit 
34% und Organellenproteine mit 22.3%. Proteine aus dem extrazellulären Bereich stellten die 
Minderheit dar (extracellular region 3.7%, extracellular matrix 0.8%). 
 
Abb. 12: Gene Ontology Group Cellular Component mit seinen acht Proteingruppen. Es 
wurden 1820 Gene detektiert, welche 1532 Komponententreffer ergaben. In jeder 
Komponentengruppe ist „n“ die Anzahl der Gentreffer aus dem Kumulusproteom. Die 
Prozentzahl gibt den Anteil der Gentreffer der jeweiligen Gruppe an allen detektierten Genen 
wieder. 
Von den 2060 Proteinen waren 248 Proteine (12%) signifikant unterschiedlich exprimiert 
(p<0.05, fold change >2). Davon waren 104 Proteine (5%) in der in-vivo Gruppe und 144 
Proteine (7%) in der in-vitro Gruppe signifikant hochreguliert. Die vollständige Tabelle der 
der signifikant unterschiedlichen Proteine findet sich im Anhang (Kapitel 11.4). Für die 
Beschreibung der Ergebnisse und der anschliessenden Diskussion wurde eine Auswahl von 
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biologisch interessanten Proteinen bzw. Proteingruppen getroffen, welche entweder in der in-
vivo oder in der in-vitro Gruppe signifikant erhöht waren. 
6.2. In-vivo hochregulierte Proteine 
6.2.1. Proteine der Komplement- und Koagulationskaskade 
Von den 104 in-vivo hochregulierten Proteinen wurde eine Analyse auf überrepräsentierte 
Stoffwechselpfade durchgeführt. Die Liste der 104 Proteine wurde dabei um Uniprot 
Accessions gekürzt, die auf homologe Proteine verwiesen. Somit wurden 95 Proteine in die 
Datenbank eingegeben. Von diesen fand sich für neun Proteine keine Übereinstimmung der 
„Protein Accession Number“ in der String Datenbank. So gab es 86 Treffer, welche für die 
Analyse genutzt werden konnten (Abb. 13). Mit Hilfe der Überrepräsentationsanalyse in der 
STRING Datenbank (STRING DB; http://string-db.org) wurde mit der Komplement- und 
Koagulationskaskade (Pathway ID 4610) ein signifikant überrepräsentierter biologisch 
interessanter KEGG Stoffwechselweg identifiziert (n=22; p=9.3e-21). Aufgrund dieser 
hochsignifikanten Überrepräsentation fokussiert sich die Diskussion der vorliegenden Arbeit 
insbesondere auf die Proteine aus diesem Stoffwechselweg. 
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Abb. 13: Interaktionsnetzwerk der in-vivo hochregulierten Proteine erstellt mit Hilfe der 
STRING DB (Interaktionswert: mittlere Konfidenz (0.4)). Fünfundneunzig Proteine wurden 
in die Datenbank eingegeben; bei 9 Proteinen gab es keine Übereinstimmung der „Protein 
Accession Number“ mit der Datenbank, so dass nur 86 abgebildet sind. Die KEGG 
Anreicherungsanalyse ergab, dass der Stoffwechselweg Komplement und 
Koagulationskaskade (Pathway ID 4610) mit 22 Genen in der Gruppe der in-vivo 
hochregulierten Proteine signifikant überrepräsentiert ist (p=9.3e-21). Als Hintergrund für die 
Analyse wurden die 2060 quantifizierbaren Proteine aus dem Versuch genutzt. 
Die KEGG Überrepräsentationsanalyse in der String Datenbank ergab, dass der 
Stoffwechselweg Komplement und Koagulationskaskade (Pathway ID 4610) mit 22 
beobachteten Genen signifikant überrepräsentiert ist (p=9.3e-21). Als Hintergrund für die 
Analyse wurden die 2060 quantifizierbaren Proteine aus dem Versuch genutzt (Abb. 14, 
Tabelle 5). Die Proteine des Komplementsystems stellen einen wesentlichen Teil des innaten 
Immunsystems dar, und spielen eine wichtige Rolle beim Ovulationsprozess. Dies wird im 
Kapitel 7.1.2. der Diskussion näher beschrieben.  
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Abb. 14: Interaktionsnetzwerk der 22 Proteine aus der biologischen Gruppe Komplement und 
Koagulationskaskade (KKK) erstellt mit Hilfe der STRING DB (Interaktionswert: mittlere 
Konfidenz (0.4)). Die KEGG Anreicherungsanalyse ergab, dass der Stoffwechselweg 
Komplement und Koagulationskaskade (Pathway ID 4610) mit 22 Genen in der Gruppe der 
in-vivo hochregulierten Proteine signifikant überrepräsentiert ist (p=9.3e-21). Als Hintergrund 
für die Analyse wurden die 2060 quantifizierbaren Proteine aus dem Versuch genutzt. 
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Tabelle 5: In-vivo signifikant hochregulierte Proteine aus dem KEGG Stoffwechselweg 
Komplement- und Koagulationskaskade 
 
Uniprot ID
Homologe 
Proteinbeschreibung fold change Peptidanzahl Confidence score in-vivo in-vitro p-Wert
Komplement
F6RI47_HORSE
A2MG_HUMAN 
Alpha-2-
macroglobulin
35,4 104 103 18.8 ± 1.7 15.9 ± 0.1 0,000
F7CSL8_HORSE
A1AT2_HORSE 
Alpha-1-
antiproteinase 2
7,5 36 35,8 16.3 ± 1.5 1453 ± 0.9 0,020
F6RMD0_HORSE    
CFAB_HUMAN 
Complement factor B 
15,9 29 28,8 15.1 ± 1.5 13.1 ± 0.5 0,006
F6ZR63_HORSE 
(F7E3H8_HORSE)
CFAH_HUMAN 
Complement factor H
12,6 31 30,7 8.6 ± 4.1 3.8 ± 3.5 0,032
F7AU56_HORSE
CFAI_PONAB 
Complement factor I
17,4 5 4,9 13.7 ± 1.2 11.4 ± 0.4 0,000
F6PPQ0_HORSE
CO2_GORGO 
Complement C2 
5,2 8 7,9 13.5 ± 0.9 12.2 ± 0.3 0,004
F7BTW7_HORSE
CO3_BOVIN 
Complement C3 
12,4 93 92,4 8.6 ± 4.1 3.8 ± 3.5 0,005
F6XSF7_HORSE
CO4A_HUMAN 
Complement C4-A 
14,3 58 57,4 17.3 ± 1.5 15.3 ± 0.5 0,005
F6Q7J3_HORSE
CO7_PIG 
Complement C7
20,8 7 6,9 13.1 ± 1.6 11.0 ± 0.4 0,010
F7CFN5_HORSE
CO8A_HUMAN 
Complement 
component C8 alpha 
chain
114,2 2 1,9 10.3 ± 2.7 6.4 ± 2.2 0,010
F6TIN6_HORSE
C1QA_PIG 
Complement C1q 
subcomponent subunit 
A
3310,8 2 1,9 9.9 ± 4.8 2.5 ± 2.6 0,000
F7CZW9_HORSE
IC1_HUMAN Plasma 
protease C1 inhibitor 
29,9 5 5,0 14.4 ± 1.6 11.4 ± 0.9 0,001
F7C0D9_HORSE
KNG1_HUMAN 
Kininogen-1 
11,9 18 17,9 15.6 ± 1.3 13.8 ± 0.5 0,006
Koagulation
F6X449_HORSE
A2AP_HUMAN 
Alpha-2-antiplasmin 
7,9 7 7,0 14.1 ± 1.1 12.3 ± 0.9 0,005
F7CYR1_HORSE
ANT3_HUMAN 
Antithrombin-III 
6,4 50 49,7 17.6 ± 0.9 15.9 ± 0.7 0,001
F7ABW7_HORSE
FA7_HUMAN 
Coagulation factor VII
Infinity 2 1,9 6.8 ± 4.7 0,00 0,00
F6RUZ6_HORSE
FIBA_HUMAN 
Fibrinogen alpha 
chain 
57,9 29 28,8 10.2 ± 3.4 6.7 ± 1.5 0,002
F6PH38_HORSE
FIBB_HUMAN 
Fibrinogen beta chain
64,6 77 76,5 19.6 ± 2.0 16.2 ± 0.4 0,000
F6W2Y1_HORSE
FIBG_HUMAN 
Fibrinogen gamma 
chain 
41,0 69 67,4 19.1 ± 1.8 16.2 ± 0.3 0,001
F7BM31_HORSE
HEP2_HUMAN 
Heparin cofactor 2 
64,5 8 7,9 14.6 ± 2.0 10.8 ± 1.1 0,001
F6USP9_HORSE
PLMN_PONAB 
Plasminogen 
13,8 25 24,7 15.2 ± 1.8 13.4 ± 0.7 0,028
F7BFJ1_HORSE
THRB_PIG 
Prothrombin 
6,3 16 15,9 14.9 ± 1.0 13.4 ± 0.2 0,002
Mittelwert ± Stabw.
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6.2.2. Auswahl weiterer in-vivo hochregulierter Proteine 
Die nachfolgend aufgeführten Proteine sind in der in-vivo Gruppe signifikant hochreguliert, 
können jedoch keinem übergeordneten biologischen Prozess zugeordnet werden. Sie sollen im 
Weiteren isoliert betrachtet werden und sind in Tabelle 6 zusammengefasst. Die Mittelwerte 
und Standardabweichungen für diese Proteine werden in Abbildungen präsentiert. Die 
Reihenfolge entspricht der Diskussion.  
Tabelle 6: Die Auswahl weiterer in-vivo hochregulierter Proteine 
 
6.2.2.1. Fibronectin 
Das Fibronectin ist in der in-vivo Gruppe signifikant hochreguliert, mit einem p-Wert von ≤ 
0.05 und einem fold change von > 2. Mit einer Peptidanzahl von 66 konnte man das Protein 
identifizieren. Der Konfidenzwert für die Proteinidentifikation (Progenesis QI; Summe der 
„Peptide Prophet Scores“) dafür beträgt 65.5. Der normalisierte Mittelwert beträgt 7.23 in-
vivo und 5.57 in-vitro mit einer Standardabweichung von ± 0.58 in-vivo und ± 0.32 in-vitro. 
Der fold change beträgt 10.3. Innerhalb der in-vivo Gruppe war es in zwei Proben (8KOK und 
11KOK) nicht hochreguliert (Abb. 15). 
Uniprot ID
Homologe 
Proteinbeschreibung  fold change Peptidanzahl Confidence score p-Wert
F7CN11_HORSE
FINC_HUMAN 
Fibronectin
10.3 66 65.5 0.0040
F6SS57_HORSE
CRLD2_HUMAN 
Cysteine-rich secretory 
protein
6.8 16 15.9 0.0539
F6ZD61_HORSE 
(F7BSN5_HORSE)
ZP3R_CAVPO Zona 
pellucida sperm-binding 
505.4 3 3.0 0.0002
Q28383_HORSE
HBA_EQUPR 
Hemoglobin subunit alpha 
56.5 23 22.9 0.0092
F7DY34_HORSE
CSPG2_BOVIN Versican 
core protein 
7.0 53 52.5 0.0056
F6QX36_HORSE
ITIH1_BOVIN Inter-alpha-
trypsin inhibitor heavy chain
55.7 76 75.3 0.0001
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Abb. 15: Signifikante Hochregulation von Fibronectin in der in-vivo Gruppe (p ≤ 0.05 und 
fold change > 2). Der normalisierte Mittelwert beträgt 17.4 in-vivo und 15.6 in-vitro 
(Standardabweichung von ± 1.3 in-vivo und ± 1.1 in-vitro). 
6.2.2.2. Cystein-rich secretory protein 
Das Cystein-rich secretory protein (CRISP) ist in unserem Versuch in der in-vivo Gruppe 
signifikant hochreguliert, mit einem p-Wert von ≤ 0.05 und einem fold change von >2. Mit 
einer Peptidanzahl von 16 konnte das Protein identifiziert werden. Der Konfidenzwert dafür 
beträgt 15.9. Der normalisierte Mittelwert beträgt 14.74 in-vivo und 13.43 in-vitro, mit einer 
Standardabweichung von ±1.54 in-vivo und ±0.53 in-vitro. Der fold change beträgt 6.8. Bei 
zwei Proben (8KOK und 11KOK) in der in-vivo Gruppe ist das CRISP nicht hochreguliert. 
Deren Werte liegen nach der Normalisierung und Arcsinhyp-Transformation zwischen 12 und 
14, in jenem Bereich, in dem die Werte der in-vitro Gruppe anzutreffen sind (Abb. 16). Bei 
der Betrachtung der Proben 8KOK und 11KOK im Laborprotokoll der in-vivo Gruppe sieht 
man als einzige Gemeinsamkeit, dass die Follikelflüssigkeit bei beiden Proben wässriger war, 
als bei den restlichen Proben. 
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Abb. 16: Signifikante Hochregulation des Cystein-rich secretory protein (CRISP) in der in-
vivo Gruppe (p≤0.05, fold change>2). Der normalisierte Mittelwert ist 14.74 in-vivo und 
13,43 in-vitro (Standardabweichung von ± 1.54 in-vivo und ±0.53 in-vitro).  
6.2.2.3. Zona pellucida sperm-binding protein receptor 
Weiter ist der Zona pellucida sperm-binding protein receptor (ZP3R) in der in-vivo Gruppe 
signifikant hochreguliert, mit einem p-Wert von ≤ 0.05 und einem fold change von >2. Mit 
einer Peptidanzahl von 3, konnte man das Protein identifizieren. Der Konfidenzwert dafür 
beträgt 2.98. Der normalisierte Mittelwert beträgt 10.3 in-vivo und 3.3 in-vitro, mit einer 
Standardabweichung von ± 2.3 in-vivo und ±1.1 in-vitro. Der fold change beträgt 505.4 (Abb. 
17). In der in-vitro Gruppe sind zwei Proben (36KOKV und 41KOKV) hochreguliert für das 
ZP3R. Dessen Werte liegen nach Normalisierung und Arcsinhyp-Transformation zwischen 5 
und 10, was immer noch im unteren Bereich der in-vivo hochregulierten Proteine liegt. 
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Abb. 17: Signifikante Hochregulation vom Zona pellucida sperm-binding protein receptor 
(ZP3R) in der in-vivo Gruppe (p≤0.05 und fold change>2). Der normalisierte Mittelwert 
beträgt 10.3 in-vivo und 3.3 in-vitro, (Standardabweichung von ± 2.3 in-vivo und ±1.1 in-
vitro). 
6.2.2.4. Hemoglobin subunit alpha 
Die Hemoglobin subunit alpha (HBA) war mit einem p-Wert von ≤ 0.05 und einem fold 
change von >2 hochreguliert. Mit einer Peptidanzahl von 23, konnte man das Protein 
identifizieren. Der Konfidenzwert dafür beträgt 22.9. Der normalisierte Mittelwert beträgt 
16.9 in-vivo und 14.4 in-vitro, mit einer Standardabweichung von ± 2.1 in-vivo und ± 0.8 in-
vitro. Der fold change beträgt 56.5. Eine Probe (15KOK) innerhalb der in-vivo Gruppe ist 
nicht hochreguliert (Abb. 18). 
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Abb. 18: Signifikante Hochregulation von Hemoglobin subunit alpha (HBA) in der in-vivo 
Gruppe (p≤0.05 und fold change>2). Der normalisierte Mittelwert beträgt 16.9 in-vivo und 
14.4 in-vitro, (Standardabweichung von ± 2.1 in-vivo und ± 0.8 in-vitro). 
6.2.2.5. Versican core protein 
Hochregulation des Versican core Proteins (Vcan), mit einem p-Wert von ≤ 0.05 und einem 
fold change von >2. Mit einer Peptidanzahl von 53, konnte man das Protein identifizieren. 
Der Konfidenzwert dafür beträgt 52.5. Der normalisierte Mittelwert beträgt 16.9 in-vivo und 
15.2 in-vitro, mit einer Standardabweichung von ± 1.2 in-vivo und ± 0.6 in-vitro. Der fold 
change beträgt 7. Eine Probe (11KOK) innerhalb der in-vivo Gruppe ist nicht hochreguliert 
(Abb. 19).  
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Abb. 19: Signifikante Hochregulation von Versican core protein 12 (Vcan) in der in-vivo 
Gruppe (p≤0.05 und fold change>2). Der normalisierte Mittelwert beträgt 16.9 in-vivo und 
15.2 in-vitro, (Standardabweichung von ± 1.2 in-vivo und ± 0.6 in-vitro).  
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6.2.2.6. Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain 
Der Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain (ITIH), wird in der Diskussion zusammen mit 
dem Vcan diskutiert. ITIH ist ebenfalls hochreguliert in der in-vivo Gruppe, mit einem p-Wert 
von ≤ 0.05 und einem fold change von >2. Der normalisierte Mittelwert beträgt 19.7 in-vivo 
und 16.2 in-vitro, mit einer Standardabweichung von ± 1.5 in-vivo und ± 0.3 in-vitro. Der fold 
change beträgt 55.7. Innerhalb der in-vivo Gruppe ist wieder eine Probe (11KOK) nicht 
hochreguliert (Abb. 20). 
 
Abb. 20: Signifikante Hochregulation von Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain (ITIH) in 
der in-vivo Gruppe (p≤0.05 und fold change>2). Der normalisierte Mittelwert beträgt 19.7 in-
vivo und 16.2 in-vitro, (Standardabweichung von ± 1.6 in-vivo und ± 0.3 in-vitro).  
6.3. In-vitro hochregulierte Proteine 
Von den 248 signifikant unterschiedlichen Proteinen waren 144 Proteine in der in-vitro 
Gruppe signifikant hochreguliert. Für die Analyse auf überrepräsentierte Stoffwechselpfade 
wurde die Liste der zu analysierenden Proteine um eine Uniprot Accession gekürzt, die auf 
ein homologes Protein verwies. Somit wurden nur 143 Proteine in die Datenbank eingegeben, 
von diesen fand sich für 12 Proteine keine Übereinstimmung der Protein Accession Number 
in der String DB, so dass es 131 Treffer gab, die für die Analyse genutzt werden konnten. Für 
die in-vitro hochregulierten Proteine ergab die Enrichment-Analyse keine signifikant 
hochregulierten Stoffwechselpfade. Einige Proteine lassen sich jedoch ebenfalls einigen 
interessanten KEGG Stoffwechselpfaden zuordnen: Adherens Junction (Pathway ID 04520), 
Fatty Acid Metabolism (Pathway ID 01212), Biosynthesis of Amino Acids (Pathway ID 
01230) (Abb. 21).  
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Abb. 21: Interaktionsnetzwerk der 144 in-vitro hochregulierten Proteine (Interaktionswert: 
mittlere Konfidenz (0.4)). 131 Proteine wurden in der Datenbank gefunden. Es fanden sich 
keine signifikant überrepräsentierten Stoffwechselpfade. Interessante KEGG 
Stoffwechselpfade wurden mit Kreisen markiert: Grün: Adherens Junction (Pathway ID 
04520), Rot: Fatty Acid Metabolism (Pathway ID 01212), Blau: Biosynthesis of Amino Acids 
(Pathway ID 01230).   
Auch für die in-vitro hochregulierten Proteine wurden einige biologisch interessante 
Kandidaten für eine genauere Beschreibung und Diskussion selektiert.  
Tabelle 7 zeigt eine Zusammenfassung dieser Proteine in alphabetischer Reihenfolge. Die 
Reihenfolge der Proteine im Text ist analog zur Reihenfolge der Abhandlung der Proteine in 
der Diskussion. 
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Tabelle 7: In-vitro hochregulierte Proteine 
 
6.3.1. Fatty acid-binding protein 
Das fatty acid-binding protein (FABP) ist in der in-vitro Gruppe signifikant hochreguliert, mit 
einem p-Wert von ≤ 0.05, und einem fold change von > 2. Mit einer Peptidanzahl von 3 
konnte man das Protein rekonstruieren. Der Konfidenzwert dazu beträgt ebenfalls 3. Der 
normalisierte Mittelwert beträgt 8.1 in-vivo und 1.,8 in-vitro mit einer Standardabweichung 
von ± 1.3 in-vivo und ± 1.2 in-vitro. Der fold change beträgt 40.1 (Abb. 22). 
 
Abb. 22: Signifikante Hochregulation des Fatty acid-binding Proteins (FABP) in der in-vitro 
Gruppe (p ≤ 0.05 und fold change > 2). Der normalisierte Mittelwert beträgt 8.1 in-vivo und 
11.8 in-vitro (Standardabweichung von ± 1.3 in-vivo und ± 1.2 in-vitro).  
Uniprot ID
Homologe 
Proteinbeschreibung fold change Peptidanzahl Confidence score p-Wert
F6Q6W4_HORSE
FABPH_PIG Fatty acid-
binding protein
40.1 3 3.0 0.00012
F6U276_HORSE
HPBP1_RAT Hsp70-
binding protein 1
5.2 4 4.0 0.00224
F7C6S0_HORSE
MMP19_HUMAN 
Matrix metalloproteinase-
19 
13.9 10 9.9 0.00031
F7BAI2_HORSE
SFRP4_HUMAN 
Secreted frizzled-related 
protein 4 
34.5 6 6.0 0.00002
F6W8C8_HORSE
SPB6_PONAB Serpin 
B6 
3.1 18 17.8 0.00015
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6.3.2. Secreted frizzled-related protein 
Das secreted frizzled-related protein (SFRP4) ist in der in-vitro Gruppe signifikant 
hochreguliert, mit einem p-Wert von ≤ 0.05 und einem fold change von >2. Mit einer 
Peptidanzahl von 6 konnte das Protein identifiziert werden. Der Konfidenzwert dazu beträgt 
ebenfalls 6. Der normalisierte Mittelwert beträgt 10.6 in-vivo und 14.1 in-vitro, mit einer 
Standardabweichung von ± 0.8 in-vivo und ±1.0 in-vitro. Der fold change beträgt 34.5. Eine 
Probe (39KOKV) innerhalb der in-vitro Gruppe zeigte eine niedrige Regulation von SFRP4 
(Abb. 23). 
 
Abb. 23: Signifikante Hochregulation des secreted frizzled-related protein (SFRP4) in der in-
vitro Gruppe (p≤0.05 und fold change>2). Der normalisierte Mittelwert beträgt 10.6 in-vivo 
und 14.1 in-vitro, (Standardabweichung von ± 0.8 in-vivo und ±1.0 in-vitro). 
6.3.3. Matrix metalloproteinase-19 und Hsp70-binding protein 
Die Matrix metalloproteinase-19 (MMP) ist in der in-vitro Gruppe signifikant hochreguliert, 
mit einem p-Wert von ≤ 0,05 und einem fold change von >2. Mit einer Peptidanzahl von 10, 
konnte das Protein rekonstruiert werden. Der Konfidenzwert dazu beträgt 9.9. Der 
normalisierte Mittelwert beträgt 12.0 in-vivo und 14.9 in-vitro, mit einer Standardabweichung 
von ± 1.3 in-vivo und ±0.8 in-vitro. Der fold change beträgt 13.9 (Abb. 24). Im gleichen 
Zusammenhang wird in der Diskussion das Hsp70-binding protein (Hsp70) besprochen. Beide 
Proteine können mit dem Thema Hitzeschock in Verbindung gebracht werden. Hsp70 ist in 
der in-vitro Gruppe signifikant hochreguliert, mit einem p-Wert von ≤ 0.05 und einem fold 
change von >2. Mit einer Peptidzahl von 4, konnte das Protein rekonstruiert werden. Der 
Konfidenzwert (hohe Konfidenz (0.7)) dazu beträgt 4. Der normalisierte Mittelwert beträgt 
10.9 in-vivo und 12.7 in-vitro, mit einer Standardabweichung von ± 0.9 in-vivo und ±0.8 in-
vitro. Der fold change beträgt 5.2 (Abb. 25). 
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Abb. 24: Signifikante Hochregulation der Matrix metalloproteinase-19 (MMP) in der in-vitro 
Gruppe (p≤0.05 und fold change>2). Der normalisierte Mittelwert beträgt 12.0 in-vivo und 
14.9 in-vitro, (Standardabweichung von ± 1.3 in-vivo und ±0.8 in-vitro). 
 
Abb. 25: Signifikante Hochregulation des Hsp70-binding protein (Hsp70) in der in-vitro 
Gruppe (p≤0.05 und fold change>2). Der normalisierte Mittelwert beträgt 10.9 in-vivo und 
12.7 in-vitro, (Standardabweichung von ± 0.9 in-vivo und ±0.8 in-vitro). 
6.3.4. Serpin 
Das Protein Serpin B6 ist ebenfalls in der in-vitro Gruppe signifikant hochreguliert, mit einem 
p-Wert von ≤ 0.05 und einem fold change von >2. Mit einer Peptidanzahl von 18, konnte das 
Protein rekonstruiert werden. Der Konfidenzwert beträgt 17.8. Der normalisierte Mittelwert 
beträgt 15.5 in-vivo und 16.7 in-vitro, mit einer Standardabweichung von ± 0.4 in-vivo und 
±0.3 in-vitro. Der fold change beträgt 3.1 (Abb. 26). 
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Abb. 26: Signifikante Hochregulation von Serpin B6 in der in-vitro Gruppe (p≤0.05 und fold 
change>2). Der normalisierte Mittelwert beträgt 15.5 in-vivo und 16.7 in-vitro, 
(Standardabweichung von ± 0.4 in-vivo und ±0.3 in-vitro). 
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7. DISKUSSION 
7.1. Das Equine Kumulusproteom 
Die grosse technische Herausforderung dieser Arbeit war die Analyse des Kumulusproteoms 
auf dem Level von einzelnen Kumulus-Oozyten-Komplexen (KOK). Bisher wurden 
entsprechende massenspekrometrische Untersuchungen nur an gepoolten Proben beim Rind 
durchgeführt. Memili et al. (2007) untersuchten das Proteom von maturierten bovinen 
Oozyten und Kumuluszellen in gepoolten Proben. Sie fanden 4395 Proteine, welche in den 
Kumuluszellen exprimiert wurden und 1092 Proteine, welche in Oozyten exprimiert wurden. 
Auchthundertachtundfünfzig Proteine wurden sowohl in Kumuluszellen als auch in Oozyten 
gefunden (Memili et al., 2007). In einer weiteren Proteomikstudie mit gepoolten Proben von 
nicht maturierten Oozyten und Kumuluszellen beim Rind wurden 811 Proteine in Oozyten 
und 1247 Proteine in Kumuluszellen gefunden, wovon 371 Proteine unterschiedlich zwischen 
den zwei Gruppen exprimiert waren (Peddinti et al., 2010). Diese Studien können als 
Vergleich zu unserer Studie dienen, in der beim equinen Kumulusproteom von einzelnen 
KOK insgesamt 3030 quantifizierbare Proteine gefunden wurden. Ohne single peptides und 
reverse hits waren es 2060 Proteine, wovon 242 Proteine, zwischen in-vivo und in-vitro 
maturierten Kumuluszellen signifikant unterschiedlich waren. Der Vergleich zu den gepoolten 
Studien beim Rind zeigt die Sensitivität und Effizienz der in unserer Studie angewandten 
Methode, da die Findungsrate von unterschiedlich exprimierten Proteinen fast gleich hoch 
war wie in gepoolten Proben, in denen der Proteingehalt entsprechend deutlich höher ist. 
Massenspektrometrische Analysen von equinen Kumuluszellen wurden erstmals in dieser 
Dissertation untersucht. Mit Hilfe des PANTHER Klassifikationssystems konnten die 
Proteine in Gene Ontology Gruppen eingeteilt werden. In der Gene Ontology Group „Cellular 
Component“ machte der grösste Teil der Proteine Bestandteile der extrazellulären Matrix aus 
(Abb. 12). Dies deutet auf die Wichtigkeit der Kumuluszellen und ihrer Kommunikation über 
Gap- und Tight-junctions mit der Oozyte hin. Der Metabolismus der extrazellulären Matrix in 
Verbindung mit den Kumuluszellen scheint also sehr aktiv zu sein. Dies deutet auf die hohe 
metabolische Aktivität der Kumuluszellen hin. 
In den weiteren Kapiteln wird näher auf die ausgewählten in-vivo und in-vitro hochregulierten 
Proteine eingegangen, welche bei den Resultaten schon erwähnt wurden. Mit Hilfe von 
Parallelen zu anderen Proteomikstudien in der Reproduktionsmedizin wird versucht, eine 
Erklärung für die jeweilige Hochregulation der einzelnen Proteine abzugeben.  
7.2. In-vivo hochregulierte Proteine 
Von den 2060 detektierten Proteinen waren 242 Proteine signifikant (p≤0,05) unterschiedlich 
hochreguliert. 42.15% der Proteine sind in der in-vivo Gruppe hochreguliert und 57.85% 
Proteine in der in-vitro Gruppe. Im ersten Kapitel der Diskussion werden die Proteine der 
biologischen Gruppe „complement and coagulations cascades“ besprochen. Diese waren in 
der in-vivo Gruppe signifikant erhöht.  
64 
 
 
7.2.1. Komplement und Koagulationskaskade 
Die Enrichment Analyse mit dem KEGG Stoffwechselweg der in-vivo hochregulierten 
Proteine ergab eine Überrepräsentation der Proteine aus dem biologischen Prozess 
Komplement und Koagulationskaskade (KKK) mit insgesamt 22 Proteinen. Diese Proteine 
sind alle signifikant hochreguliert, mit einem p-Wert < 0.05 und einem fold change > 2. Es 
werden in diesem Kapitel nicht alle Proteine aus Tabelle 5 einzeln diskutiert, sondern nur die 
wichtigsten Komponenten der (KKK), und deren möglichen Einfluss auf den KOK während 
der Maturation. Einleitend wird an dieser Stelle die Funktionsweise des Komplementsystems 
erläutert. 
Das Komplementsystem ist eine proteolytische Kaskade im Blutplasma und ein Mediator des 
innaten Immunsystems, also ein unspezifischer Abwehrmechanismus gegen 
Pathogenitätsfaktoren. Es beinhaltet etwa zwei Dutzend Plasma Proteasen, die einander in 
kaskadenartiger Folge spalten und aktivieren. Man unterscheidet den klassischen, den 
alternativen und den Lektin Aktivierungsweg des Komplementsystems. Die Komponenten 
des klassischen und alternativen Weges bestehen aus kaskadenartig reagierenden Proteasen, 
die mit C und einer Nummer bezeichnet werden (Abb. 27). Die Spaltprodukte werden mit 
Kleinbuchstaben bezeichnet. Die erste Komponente kann z.B. durch Immunkomplexe 
(Antigen und Antikörper der Klassen IgG und IgM) aktiviert werden. Dadurch kommt es zur 
Bildung der C3-Konvertase des klassischen Weges. Bakterien und Zellen mit „aktivierenden 
Oberflächen“ vermögen die C3-Konvertase des alternativen Weges Antikörper unabhängig zu 
aktivieren, so dass es zur verstärkten Spaltung bzw. Aktivierung von C3 kommt. Durch die 
Spaltung von C3 werden die terminalen Komponenten (C5 bis C9) aktiviert und auf der 
Oberfläche von Zellen bzw. Erreger gebunden. Dadurch entstehen die biologisch wichtigen 
Komponenten C5a und C5b. Es formiert sich ein so genannter Membran-Attacke-Komplex 
(MAC) unter Bindung von C6, C7 und C8, die in die Polymerisierung von C9 und damit in 
einer Lyse von Zellen oder Bakterien mündet (Taylor et al., 1998).  
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Abb. 27: Schematische Darstellung über den kaskadenartigen Ablauf der Komplement- und 
Koagulationskaskade. In rot sind die signifikant unterschiedlich exprimierten Proteine 
zwischen des in-vivo und in-vitro maturierten Kumulus dargestellt. 
Bei einer Aktivierung des Komplementsystems zerfällt immer die wichtigste Komponente C3 
in C3b unter Abspaltung von C3a. Wenn eine aktivierende Oberfläche vorliegt, kommt es zur 
Aktivierung auf dem alternativen Weg. Andernfalls zerfällt C3b in Produkte, die von 
zellulären Rezeptoren erkannt werden. 
Die Komplementkomponente C3 ist also ein zentrales Protein in der Komplementkaskade. In 
der vorliegenden Arbeit ist C3 zusammen mit C2, C4, C7, C8 und den Komplementfaktoren 
B, H und I, in der in-vivo Gruppe erhöht. Schon einleitend wurde erwähnt, dass die Präsenz 
des Komplementsystems in der Follikelflüssigkeit Einfluss auf den Ovulationsprozess hat. 
Studien über die Follikelflüssigkeit bei der Stute machten auf die Präsenz von 
Komplementproteinen in der Follikleflüssigkeit aufmerksam (Fahiminiya et al., 2011a; 
Fahiminiya et al., 2011b; da Silveira et al., 2012). In einer Proteomik Studie, in der 
Follikelflüssigkeit aus Follikeln während der späten Follikelphase analysiert wurde, konnten  
C1qA, C1s und r, C3 alpha und beta, C8 beta, Faktor B, C4 alpha und C8 nachgewiesen 
werden (Fahiminiya et al., 2011b). Mehrere Komplemetproteine scheinen in „cell secreted 
vesicles“ in der Follikelflüssigkeit von Stuten vorzukommen (da Silveira et al., 2012). 
Bezogen auf die vorliegende Arbeit stellt sich die Frage, ob diese Bestandteile der KKK 
exklusiv aus den Kumuluszellen stammen, oder ob die Anreicherung auch aus der 
Follikelflüssigkeit stammt, aus der die KOK gewonnen wurden. Fahiminiya et al. (2011b) 
konnten zeigen, dass 83% der oben genannten Proteine aus der extrazellulären Matrix 
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stammen. Die restlichen 17% der Proteine stammen aus dem Intrazellularraum wie 
Zytoplasma oder Zytoskelett. Man kann davon ausgehen, dass beim Untergang von 
Granulosazellen während der Follikulogenese immer wieder Proteine aus dem 
Intrazellularraum in die Follikelflüssigkeit gelangen (Fahiminiya et al., 2011b) (Abb. 28).  
Diese Proteine aus der extrazellulären Matrix kommen entweder aus der Blutzirkulation oder 
werden von Granulosazellen sezerniert. Letzteres konnten Yoo et al. (2013) mittels 
Genanalyse (Gen-chip microarray) nachweisen. Sie konnten unter anderem zeigen, dass beim 
Menschen der Komplementfaktor C3 von den Granulosazellen sezerniert wird und eine 
wichtige Rolle beim Maturationsprozess von Mäuseoocyten hat. Mäuse, die C3 defizient 
waren, wiesen eine deutlich höhere Embryoverlustrate auf (Yoo et al., 2013)(Abb. 29). Die 
Expression von Komplementproteinen konnte auch für Kumuluszellen, Oozyten und 
Blastozysten dokumentiert werden (Taylor and Johnson, 1996; Georgiou et al., 2011). Diese 
Erkenntnis unterstreicht die Wichtigkeit der Granulosazellen in der Kontrolle der Oozyte 
während des Maturationsprozesses. Es bestätigt die Hochregulation von C3 in der in-vivo 
Gruppe in unserem Versuch, und deutet auch beim Pferd auf den Einfluss des 
Komplementsystems am Ovulationsprozess hin. Es müssen weitere Untersuchungen über den 
Einfluss des Komplementsystems auf die IVM und die Spermien-Oozyten-Interaktion beim 
Pferd gemacht werden.  
Die in dieser Arbeit nachgewiesenen, in der in-vivo Gruppe hochregulierten 
Komplementproteine sind also bekannte Bestandteile im präovulatorischen Follikel. Die 
Funktion dieser Proteine in Kumulus und Follikelflüssigkeit ist allerdings noch unklar. Ein 
aktives Komplementsystem ist relevant für eine erfolgreiche Ovulation in-vivo (Perricone et 
al., 1990; Jarkovska et al., 2010). Während der follikulären Maturation entsteht durch den 
hohen Metabolismus oxidativer Stress. Dieser aktiviert das innate Immunsystem, welches die 
erste Entzündungsphase der Ovulation induziert (Spanel-Borowski, 2011). Die positive Rolle 
von Komplement für die Maturation unter in-vitro Bedingungen wurde für die Maturation bei 
Schweineoozyten beschrieben. Die Maturation in der Präsenz von hitzeinaktivierten 
Komplementproteinen resultierte in reduzierten Maturationsraten, was aber reversibel war mit 
der Beigabe von iC3b, einem Spaltprodukt von C3 (Georgiou et al., 2011). C3 ist kein 
unbekanntes Protein im Reproduktionstrakt der Stute. Es ist in erhöhter Konzentration im 
Eileiter anzutreffen und ist nötig für die Bindung zwischen Spermium und Zona pelluzida 
(Llanos et al., 2000). Gonzalès et al. (1992) beobachteten bei IVF höhere Teilungsraten von 
humanen Oozyten nach der Zugabe von C3. Im selben Kontext wirkt der Komplementfaktor 
I. Er spaltet C3 zu C3a und iC3b, welches in der Spermien-Oozyteninteraktion wichtig ist. 
Das iC3b bindet an Komplementrezeptoren an der Plasmamenbran der Oozyte und des 
Spermiums (Anderson et al., 1993) (Abb. 30). Durch die Zugabe von iC3b unter IVF 
Bedingungen konnte eine erhöhte Maturationsrate von Schweineoozyten beobachtet werden 
(Georgiou et al., 2011). Ein besonderes Problem im Rahmen des IVF beim Pferd liegt in der 
Fertilisation der Oozyten nach in-vitro Maturation. Die Spermien schaffen es nicht IVM 
Oozyten zu penetrieren, welche aufgrund dessen mittels intrazytoplasmatischer 
Spermieninjektion befruchtet werden müssen (Leemans et al., 2016). Geht man davon aus, 
dass diese Probleme auf der weiblichen Seite sind, also einer inadequaten Reifung der 
Oozyten in-vitro, könnte der Mangel an Komplementfaktoren in Kumuluszellen nach IVM 
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eine neue Hypothese für die Ursache dieses Problems darstellen. Um dies zu untermauern 
wären weitere Experimente notwendig, um die Rolle des Komplementystems in der 
Vermittlung der Spermien-Oozyten-Interaktion beim Pferd weiter zu charakterisieren. 
 
Abb. 28: Komplement Faktoren, die in der Follikelflüssigkeit der Stute in einer Studie von 
Fahiminiya et al. (2011b) nachgewiesen wurden. In rot sind die Komplementfaktoren 
markiert, welche in unserem Versuch nachgewiesen wurden. 
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Abb. 29: Darstellung der Komplementfaktoren, wie sie in Granulosazellen vorkommen, aus 
einer Studie von Yoo et al. (2013). Rot umkreist sind die Komplementfaktoren, welche in 
unserer Studie nachgewiesen wurden. 
 
Abb. 30: Die potentielle Rolle von iC3b, einem Spaltprodukt von Komplement C3 durch 
Faktor I, in der Spermien-Oozyten Interaktion (Anderson et al., 1993). 
Als weitere Gruppe der KKK sind die Akutphasenproteine zu erwähnen. Sie werden in der 
Leber koordiniert gebildet und in das Blutplasma abgegeben. Dazu gehören das Alpha-1-
Antitrypsin, Serum-Amyloid A, Haptoglobin, und Fibrinogen, um die wichtigsten zu nennen. 
Die Bildung von Akutphaseproteinen wird durch Zytokine (z.B. IL-6) induziert. Sie sind in 
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mannigfacher Weise entzündungsfördernd. Oft wird deren Spiegel als Indikator für das 
Vorliegen einer Infektion oder einer Tumorerkrankung bestimmt. Die Wirkung der 
Akutphasenproteine ist vielfältig. Sie kann schmerzauslösend, gefässerweiternd, 
blutdrucksenkend, oder tachykard sein (Janeway, 2003). In der vorliegenden Arbeit sind die 
Akutphasenproteine Fibrinogen alpha, beta und gamma chain in der in-vivo Gruppe 
signifikant hochreguliert. Es sind Proteine, welche massgeblich an der Blutgerinnungskaskade 
beteiligt sind. Fibrinogen ist ein Glykoprotein, das in der Leber gebildet, und in das Blut 
ausgeschüttet wird. Es wird bei der Blutgerinnung durch die Serinprotease Thrombin in Fibrin 
umgewandelt, welches als Substrat der Gerinnung, zusammen mit den Thrombozyten, den 
Thrombus bildet (Cushman et al., 2006). In einer Studie von Yamada und Gentry (1995) 
wurden Gerinnungsfaktoren in der Follikelflüssigkeit von Stuten analysiert. Unter den dort 
festgestellten Gerinnungsfaktoren wurde das Fibrinogen genauer untersucht. Sie brachten 
dessen Vorkommen mit vermehrter Koagulation der Follikelflüssigkeit in Verbindung. Die 
Analyse von equiner Follikelflüssigkeit ergab eine 40% höhere Konzentration an Fibrinogen, 
verglichen mit normalem equinen Plasma (Yamada and Gentry, 1995). Es wird davon 
ausgegangen, dass das in der Follikelflüssigkeit gefundene Fibrinogen von Kumuluszellen 
gebildet wird (Fahiminiya et al., 2011b). Die Untersuchung der Genexpression von humanen 
Granulosa- und Kumuluszellen von präovulatorischen Follikeln ergab eine selektive 
Expression von Fibrinogen in Granulosazellen (Grondahl et al., 2012). Bei unserem Versuch 
konnte beobachtet werden, dass die Follikelflüssigkeit von den sprungreifen Follikeln aus der 
in-vivo Gruppe eine verstärkte Koagulation zeigte. Dies äusserte sich in Form von schleimiger 
Follikelflüssigkeit. Der Follikelinhalt war nicht flüssig, aber auch nicht komplett koaguliert. 
Es muss also ein Inhibitor der Koagulationskaskade im sprungreifen Follikel geben, so dass es 
zu keiner kompletten Koagulation der Follikelflüssigkeit kommt. Andererseits könnte man 
auch annehmen, dass nicht genug Fibrinogen vorhanden ist. Unter in-vivo Bedingungen ist es 
wichtig, dass die Fibrinformation in der Follikelflüssigkeit inhibiert wird, bis die Oozyte 
fertig maturiert ist, sodass sie bei der Ovulation in den Eileiter abgegeben werden kann 
(Shimada et al., 2006). In der vorliegenden Arbeit wurden die Inhibitoren Antithrombin-III, 
Alpha-2-antiplasmin und Heparin Cofactor 2 identifiziert. Antithrobin-III und Heparin 
Cofactor 2 wirken inhibitorisch auf die Koagulation, während Alpha-2-antiplasmin 
inhibitorisch auf die Fibrinolyse wirkt. Fahiminiya et al. (2011b) konnten zeigen, dass 
Antithrombin-III die Blut-Follikelschranke nicht durchdringen kann. Man kann also davon 
ausgehen, dass es von Granulosa- und Kumuluszellen innerhalb des Follikels produziert wird. 
Es ist zu vermuten, dass durch Antithrombin-III die Follikelflüssigkeit nicht komplett 
koaguliert. Fahiminiya et al. (2011b) vermuten, dass Antithrombin-III hilft, die 
Follikelflüssigkeit in niedriger Viskosität zu halten, was den Transport der Eizelle in das 
Ovidukt vereinfachen würde. Eine Hochregulation von Antithrombin-III von in-vivo 
erfolgreich maturierten KOK kann mit einer höheren chemoattraktiven Funktion für Spermien 
und dessen erhöhter Motilität in Verbindung gebracht werden. Das mag eine Erklärung dafür 
sein, dass KOK nach in-vivo Maturation eine höhere Fertilisationsrate zeigen, als nach IVM 
(Leibfried-Rutledge et al., 1987). Diese Erkentnisse scheinen eine plausible Erklärung für das 
Vorkommen von Antithrombin-III in der in-vivo Gruppe zu sein. Unter in-vitro Bedingungen 
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scheint es ein Defizit in der Produktion von Antithrombin-III im Vergleich zur in-vivo Gruppe 
zu geben. 
7.2.3. Die Rolle der Komplementfaktoren als Bestandteil des innaten Immunsystems 
beim Ovulationsprozess 
Die in der in-vivo Gruppe erhöhten Komplementsystemkomponenten C1, C2, C3, C4, 
Komplement Faktor B und H sind auch Bestandteil des innaten Immunsystems (INIM) (Rock 
et al., 2010). Im vorhergehenden Kapitel wurde allgemein über die Herkunft und 
Wirkungsweise der Proteine der KKK im Reproduktionstrakt der Stute diskutiert.  In diesem 
Kapitel soll spezifischer auf die Rolle des INIM am Ovulationsprozess eingegangen werden. 
Anhand des Beispieles von Komplement C3 ist bekannt, dass Komplementkomponenten von 
den Kumuluszellen selber sezerniert werden können und einen positiven Einfluss auf die 
Maturation von Oozyten haben (Georgiou et al., 2011). Um den Einfluss des INIM am 
Ovulationsprozess zu verstehen, wird zuerst auf dessen Funktionsweise eingegangen, und 
später auf die Proteine, welche in unserem Versuch in der in-vivo Gruppe erhöht waren, und 
Teil des INIM sind.  
Die Ovulation  wird in drei Phasen eingeteilt: die Entzündungsphase, die Ruptur des 
Graafschen Follikels und die Reparationsphase (Squires et al., 1974). Es ist ersichtlich, dass 
die drei Phasen die klassischen Sequenzen einer akuten, sterilen Entzündung repräsentieren. 
Dabei spielt das innate Immunsystem (INIM) eine zentrale Rolle (Rock et al., 2010). Das 
INIM ist an erster Stelle, wenn es um das Erkennen von Krankheitserregern und der 
Erkennung von absterbenden Zellen beziehungsweise Geweben geht (Turvey and Broide, 
2010). Die dentritischen Zellen des INIM sind dicht bestückt mit sogenannten pattern-
recognition receptors (PRRs) (O'Neill and Bowie, 2007). Zu ihnen gehören auch die toll-like 
–receptors (TLR). Im Unterschied zu den Lymphozyten des adaptiven Immunsystems, 
können die dentritischen Zellen des INIM Muster bzw. Komplexe wie z.B. Lipide, Proteine, 
oder Nukleinsäuren erkennen. Die Entdeckung von PRRs hat dazu geführt, dass man ein 
neues Gefahrenerkennungsmodel des INIM entwickeln konnte. Jeglicher Gewebe- oder 
Zellschaden ist mit der Freisetzung von Alarmsignalen verbunden (Bianchi, 2007). Solche 
Alarmsignale sind Proteine, wie z.B. das Akutphasenprotein Fibrinogen. Diese Produkte 
kommen auch in der Follikelflüssigkeit des präovulatorischen Follikels vor (Angelucci et al., 
2006). Sie binden an die PRRs der dendritischen Zellen, was eine Signalkaskade innerhalb 
des INIM auslöst. Auf diese Weise wird der Zelltod, die Entzündungsreaktion (Rekrutierung 
von Leukozyten, Angiogenese, Zellwachstum), aber auch die Zell- und Gewebereparatur 
gesteuert (O'Neill and Bowie, 2007).   
Das zyklische Ovar ist in ständigem Umbau von der Follikulogenese über die Ovulation und 
der anschliessenden Anbildung eines Gelbkörpers bis hin zur Regression. Es ist naheliegend, 
und wurde auch schon beschrieben, dass das INIM an diesen Ab- und Umbauvorgängen 
beteiligt ist (Spanel-Borowski, 2011). Überzeugende Hinweise, dass das INIM am 
Ovulationsprozess beteiligt ist, kommen aus Analysen der Genexpression von Granulosa- und 
Kumuluszellen. Sie zeigen eine Genaktivierung der TLR Familie, die exklusiv in 
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Immunzellen des INIM gefunden werden (Shimada et al., 2006). Die Beteiligung des 
Immunsystems am Ovulationsprozess lässt auf eine akute, sterile Entzündung schliessen 
(Spanel-Borowski, 2011). Diese Beobachtung stimmt auch mit unseren Ergebnissen überein. 
Aus den Proteinen der biologischen Gruppe der „Komplement und Koagulationskaskade“ und 
bei der Proteingruppen des INIM wurden als wichtige Repräsentanten Komplement C3, 
Komplementfaktor B sowie Fibrinogen und Antithrombin-III nachgewiesen. Somit könnten 
die Proteine der KKK in der in-vivo Gruppe hochreguliert sein, weil das INIM beim 
Entzündungsprozess während der Ovulation aktiviert wird. Es kommt zur Freisetzung von 
Fibrinogen, welches an die PRRs von dendritischen Zellen bindet und die Signalkaskade des 
INIM anregt. Bei der Maturation in-vitro scheint es Defizite in der Produktion von Proteinen 
des INIM zu geben. Es ist denkbar, dass das INIM nicht nur am Ovulationsprozess beteiligt 
ist, sondern auch verantwortlich für die Entwicklungskompetenz von Oozyten ist. Da das 
INIM in-vitro unterrepräsentiert ist, könnte dies ein Grund für die verminderte 
Entwicklungskompetenz von in-vitro maturierten Eizellen sein.  
7.2.4. Fibronektin 
Es erstaunt nicht, dass Fibronektin bei den in-vivo maturierten Oozyten hochreguliert ist, 
wenn man sich mit der vorhandenen Literatur zu diesem Protein im entsprechenden Kontext 
beschäftigt. Fibronektin wird aktiv von den Corona radiata Zellen produziert (Familiari et al., 
1996). Es gibt fünf verschiedene Isoformen von Fibronektin. Sie werden unter dem Begriff 
„embryo-specific fibronectin 1 transcript variant“ (FN1) zusammengefasst und sind Teil der 
extrazellulären Matrix. Es gibt eine Kumulusspezifische Variante, welche schon beim Rind 
beschrieben wurde (Goossens et al., 2009). Wie oben beschrieben, ist es als Aktivator der 
KKK Signalkaskade beteiligt. Es ist aber auch an verschiedenen anderen biologischen 
Ereignissen beteiligt. Dazu gehört die Aufrechterhaltung der normalen Zellmorphologie, 
Differenzierung, Wundheilung, und Zellmigration. Insbesondere ist Fibronektin an der 
Bildung der Blastozyste und am Implantationsprozess des Embryos beteiligt. Dies wurde an 
der Maus getestet, indem Zellen von Blastozysten auf die Expression von Fibronektin 
untersucht wurden. Es konnte gezeigt werden, dass die Expression von Fibronektin vom 
frühen bis zum späten Blastozystenstadium signifikant zunahm (Morin and Sullivan, 1994). 
Tsuiki et al. (1988) untersuchten Fibronektin aus Follikelflüssigkeit von Frauen, bei denen 
eine IVF durchgeführt werden sollte. Sie zeigten, dass Fibronektin mit dem Progesteronlevel 
anstieg, was mit einer positiven Maturationsrate der Oozyten korrelierte. Nur die 
Fibronektinkonzentrationen aus Follikeln, deren Oozyten erfolgreich befruchtet wurden, 
zeigten einen signifikanten Anstieg (Tsuiki et al., 1988). Das Gen FN1 war überexprimiert in 
Kumuluszellen von jungen Frauen, verglichen mit älteren Frauen (Al-Edani et al., 2014).  Es 
wird eine bessere Oozytenqualität beobachtet, wenn die direkte Umgebung der Oozyten hohe 
Konzentrationen an Fibronektin aufweisen (Honda et al., 2004). Bei bovinen Embryonen, 
welche aus in-vivo KOK produziert wurden, konnten höhere Fibronektinkonzentrationen 
festgestellt werden als bei in-vitro produzierten Embryonen (Betteridge and Flechon, 1988). 
Dies korreliert mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, in der Fibronektin bei den in-
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vivo maturierten KOK signifikant erhöht war. Eventuell hat Fibronektin auch einen direkten 
Effekt auf die Fertilisationsrate von equinen Oozyten. Unter in-vitro Bedingungen herrscht 
ein deutliches Defizit in der Produktion von Fibronektin. Eine mögliche Erklärung dafür 
könnte der fehlende LH-Anstieg unter in-vitro Bedingungen sein.  
 7.2.5. Cysteine-rich secretory protein (CRISP) 
Ein sehr vielversprechendes Protein stellt das Cystein-rich secretory protein (CRISP) dar. Es 
gehört zur Familie der CAPs (Cystein-rich secretory proteins, Antigen-5 und pathogenesis 
related-1). Die CAPs können in neun Unterfamilien eingeteilt werden, wobei eine Familie die 
CRISP’s darstellen. Die CAP Proteine sind eng mit dem Reproduktionstrakt verbunden und 
haben einen direkten Einfluss auf die Fertilität. Vor allem im männlichen Reproduktionstrakt 
sind sie, und insbesondere die CRISP Proteine, für die Spermatogenese und die 
abschliessende Fertilisation verantwortlich (Gibbs et al., 2008). CRISP2 wird in späten 
Pachytän Spermatozyten produziert und ist im Akrosom des Spermienkopfes lokalisiert 
(Hardy et al., 1991). Seine Funktion besteht in der Induktion der Motilität der Spermatozyten 
beim Eintritt in den weiblichen Reproduktionstrakt. In unserem Versuch ist CRISP in den in-
vivo maturierten KOK signifikant erhöht. Um seine Wirkungsweise im weiblichen 
Reproduktionstrakt zu verstehen, sei im Folgenden kurz die Physiologie der 
Spermienkapazitation erklärt. 
Beim Eintritt in den weiblichen Geschlechtstrakt durchlaufen die Spermienzellen die letzte 
Stufe der Maturation, genannt Kapazitation. Dabei erlangen sie die Möglichkeit an die Zona 
pellucida einer Eizelle zu binden. Es kommt zur Akrosomenreaktion und zu Hypermotilität 
der Spermienzelle. Dieser Vorgang wird durch einen Kalziumausstrom reguliert. Daran ist 
CRISP2 regulatorisch beteiligt, indem es an die Kalziumkanäle bindet (Gibbs et al., 2008). 
Die Kapazitation findet im weiblichen Reproduktionstrakt statt und ist Voraussetzung für eine 
erfolgreiche Fertilisation. Die eigentliche Funktion von CRISP2 beruht auf seiner Wirkung als 
Dekapazitationsfaktor. Solche kapazitationshemmenden Faktoren werden benötigt, damit es 
nicht zu früh zu einer Kapazitation kommt. Der Dekapazitationsfaktor CRISP2 ist von 
epididymalem Ursprung und wird beim Eintritt in den weiblichen Reproduktionstrakt oder 
unter in-vitro Inkubation abgegeben. CRISP2 wirkt an den Ionenkanälen des Spermienkopfes, 
und hemmt den Kalziumausstrom (Roberts et al., 2003). Wird CRISP im weiblichen 
Reproduktionstrakt abgestossen, kommt es zum Kalziumausstrom und zur Kapazitation. 
Inwiefern CRISP die Bindung zwischen Eizelle und Spermium unter in-vitro Bedingungen 
beeinflusst, ist noch unklar. 
Bis jetzt wurden die CRISP Proteine im weiblichen Reproduktionstrakt erst wenig untersucht. 
Es wurden schon CRISP Proteine im Mäuseuterus nachgewiesen, welche von sekretorischen 
Epithelialzellen produziert wurden. Brukman et al. (2016) konnten zeigen, dass bei CRISP 
defizienten Mäusen einen signifikanten Rückgang der Fertilisationsrate zu beobachten war 
(Brukman et al., 2016). In einer anderen Studie von Da Ros et al. (2015) wurde die 
Abhängigkeit einer erfolgreichen Kapazitation von CRISP bei humanen Spermien aufgezeigt. 
Sie fanden CRISP im männlichen Geschlechtstrakt, im Nebenhoden, und konnten den Erfolg 
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einer Fertilisation mit dessen Vorkommen in Verbindung bringen (Da Ros et al., 2015).  Es 
wird vermutet, dass eine Vielzahl an Proteinen der CAP Familie auch im Ovar zu finden ist 
(Reddy et al., 2008). Diese Vermutung kann durch die vorliegende Arbeit bestätigt werden. 
Es wurden sowohl bei in-vivo als auch bei in-vitro maturierten Oozyten CRISP gefunden. Die 
Rolle bei der Bindung zwischen Spermium und Eizelle wurde schon diskutiert, wobei sich 
dies auf die Herkunft von CRISP aus dem männlichen Reproduktionstrakt bezog, welches 
beim Eintritt in den weiblichen Reproduktionstrakt abgestossen wird. Mit der vorliegenden 
Dissertation konnte gezeigt werden, dass CRISP auch im Ovar, genauer gesagt in KOK, 
vorkommt. Unter Umständen ist CRISP nicht nur für die Bindung zwischen Spermium und 
Eizelle notwendig, sondern auch für die Anziehung der Spermien in Richtung Zona pelluzida. 
Diese Hypothese hat seinen Hintergrund aus den Erkenntnissen der Analyse der gallertigen 
Eimasse des Laubfrosches (Xenopus laevis). Darin wurde ein Protein namens Allurin 
identifiziert, welches als Lockstoff für Spermien fungiert. Allurin war das erste Protein, 
welches als chemoattraktiver Lockstoff für Spermien identifiziert wurde (Al-Anzi and 
Chandler, 1998). Allurin hat genetisch gesehen die höchste Sequenzähnlichkeit zu den 
CRISPs mit einer Homologie von 40% (Olson et al., 2001). Es ist somit denkbar, dass CRISP 
Proteine nicht nur in den Kumuluszellen, sondern auch im Eileiter vorkommen und dort ihre 
chemoattraktive Wirkung auf Spermien ausüben. Inwiefern unter IVF Bedingungen das 
CRISP Einfluss auf die Bindung zwischen Spermium und Eizelle hat, könnte in weiteren 
Versuchen untersucht werden.  
7.2.6. Zona pellucida sperm binding Protein 3 Receptor und Complement component 4 
binding protein 
Die Zona pellucida (ZP) ist eine Matrix aus extrazellulären Glykoproteinen, welche die 
Oozyte umgibt. Diese Matrix besteht bei den meisten Säugetierspezies aus drei verschiedenen 
Glykoproteinen, dem ZP1, ZP2 und ZP3 (Bleil and Wassarman, 1980). Auf der Oberfläche 
von ZP3 sind spezifische Kohlenhydrate vorhanden, welche von komplementären Zona-
bindenden Proteinen auf der Plasmamembran von Spermien erkannt werden (Wassarman, 
1999). In der vorliegenden Studie war der Zona pellucida sperm binding Protein 3 Receptor 
(ZP3R) aus in-vivo maturierten KOK signifikant hochreguliert. Die β1,4-
Galactosyltransferase I (GalTI) ist das Protein auf der Seite des Spermiums, welches das 
Rezeptorprotein ZP3 auf der Seite der Oozyte erkennt und daran bindet (Miller et al., 1992). 
Dieser Vorgang ist ein wesentlicher Bestandteil der Akrosomreaktion. Diese besteht aus 
verschiedenen nacheinander folgenden Vorgängen. Als erstes kommt die 
Spermienkapazitation, gefolgt von der Spermien-Oozyten Erkennung und dann der Spermien-
ZP Bindung. Dem ZP3 wird die grösste Bedeutung als Signalmolekül der ZP-Glykoproteine 
für die Induktion der Akrosomreaktion beigemessen (Bleil and Wassarman, 1988). Es wurde 
gezeigt, dass es ohne GalTI zu keiner Bindung zwischen Akrosom und ZP kommt (Miller et 
al., 1992). Diese beiden Proteine sind also essentiell für eine erfolgreiche Fertilisation. Nach 
der Bindung von GalTI und ZP3 kommt es auf der Seite der Eizelle zur Sekretion von 
Kortikalgranula, welche die spermienbindende Aktivität von ZP3 eliminiert und somit eine 
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Polyspermie verhindert. Die gesamte Akrosomreaktion ist von Kalzium abhängig. Auf der 
einen Seite dient das Akrosom selbst als Kalziumspeicher, auf der anderen Seite wird durch 
die GalTI-ZP3 Bindung der signalübermittler G-Protein aktiviert, was einen weiteren 
intrazellulären Kalziumanstieg in der Eizelle bewirkt (Gong et al., 1995).   
Das eigentliche hier zu diskutierende Protein ist das Rezeptorprotein „Zona pellucida sperm 
binding protein 3 Receptor“ (ZP3R). Es kommt auf der Seite des Spermiums in der 
akrosomalen Matrix vor (Bleil and Wassarman, 1980).  In der vorliegenden Untersuchung 
wurde es aber in Kumuluszellen gefunden. Möglicherweise hat es hier eine bisher nicht 
bekannte Funktion oder aber es handelt sich um ein orthologes Protein. Das sind Proteine, 
welche im Peptidaufbau sehr ähnlich sind, und dessen codierende Gene hochkonserviert sind. 
In der Datenbank des National Center for Biotechnology Information in Rockville, USA 
(https://ncbi.nlm.nih.gov) konnte das Protein complement component 4 binding protein alpha 
(C4BPA) gefunden werden, welches ortholog zu ZP3R ist. C4BPA wirkt regulatorisch in der 
Komplementkaskade (Nonaka et al., 2003), was erklären kann, dass C4BPA, wie die weiteren 
genannten Proteine der Komplementkaskade, in der in-vivo Gruppe hochreguliert ist. Unklar 
ist, wieso das ZP3R in der in-vitro Gruppe nur in kleinen Mengen vorkommt.  
Am Ovulationsprozess sind verschiedene Faktoren des Komplementsystems, wie die 
Komplementkomponente C3b, beteiligt. Dessen Funktion wird als eine Art Opsonisierung der 
Spermien betrachtet, so dass diese von der Eizelle besser erkannt werden können (Riley-
Vargas et al., 2005). So besteht die Möglichkeit, dass die Komplementfaktoren auch für die 
Ausbildung von Rezeptoren an der ZP verantwortlich sind, wie z.B. vom ZP3R. Um dies zu 
bestätigen müsste unter in-vitro Bedingungen untersucht werden, ob die Konzentration an 
ZP3R nach Zugabe von Komplementfaktoren ansteigt. 
7.2.7. Hemoglobin subunit alpha 
Bei Säugetieren ist Hämoglobin (Hb) das sauerstoffbindende Molekül in den Erythrozyten. 
Hb besteht aus vier Globinen als Untereinheiten, je 2 Hb alpha (HBA) und Hb Beta (HBB). 
Hb wird aber nicht nur von Erythrozyten, sondern auch von Zellen des Gehirns, der Lunge, 
der Niere, des Immunsystems und des Reproduktionstraktes produziert. Der Sauerstoffgehalt 
hat auf die Entwicklungskompetenz von Oozyten während der in-vitro Maturation 
verschiedene Effekte. Einerseits ist Sauerstoff essentiell für die Maturation der Oozyten, aber 
auf der anderen Seite können zu hohe Sauerstoffkonzentrationen zur Bildung von reaktiven 
Sauerstoffspezies (reactive oxygen species-ROS) führen, welche die Oozyte schädigen 
können (Cetica et al., 2001; Wrenzycki and Stinshoff, 2013). Die Literatur über den 
Sauerstoffgehalt während IVM gibt widersprüchliche Resultate unter den Tierarten. 
Mathematische Modelle über den Sauerstoffgehalt in humanen präovulatorischen Follikeln 
ergaben Sauerstoffgehalte zwischen 11 und 51 mmHg (1.5%-6.7%) (Redding et al., 2007). 
Der Sauerstoffgehalt wird durch den an das Hb gebundene Sauerstoff aufrecht gehalten. Das 
Vorkommen von Hb Molekülen innerhalb des Follikels in Granulosa- und Kumuluszellen ist 
bereits in der Literatur dokumentiert (Thompson et al., 2015). Es wurden Hb Transkripte 
ausschliesslich in Kumuluszellen von in-vivo maturierten Mäuseoozyten nachgewiesen (Kind 
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et al., 2013). Brown et al. (2015) zeigten, dass Hämoglobin auf mRNA- und Proteinlevel in 
Kumuluszellen von in-vivo maturierten Mäuse KOK vorkommt, aber nicht in IVM KOK 
(Brown et al., 2015). In einer anderen Studie wurde HBB in bovinen Oozyten gefunden. 
Darin konnte gezeigt werden, dass der HBB Gehalt im Laufe der Maturation steigt (Labas et 
al., 2018). Diese Studien zeigen eine Übereinstimmung mit den Resultaten der vorliegenden 
Studie, in der Unterheinheiten des Hb in der in-vivo und in-vitro Gruppe nachgewiesen 
wurden. Der Grund, weshalb HBA in der in-vivo Gruppe signifikant hochreguliert ist, könnte 
in der unterschiedlichen Wirkung von LH liegen. Die maturierende Oozyte hat ein grosses 
Bedürfnis an Sauerstoff für die ATP Produktion durch oxidative Phosphorylierung. Ihre 
Entwicklungskompetenz ist unter anderem abhängig vom Sauerstofftransport von der 
Follikelwand durch die Granulosa- und Kumuluszellen bis hin zur Oozyte. Dieser 
Sauerstofftransport ist unter anderem abhängig von der Stärke der Vaskularisation in der 
Follikelwand?? (Redding et al., 2007). Sie wird unter anderem über das Signalmolekül 
hypoxia-induced factor (HIF) reguliert. HIF wird im Zusammenhang mit Hypoxie oder 
oxidativem Stress vermehrt gebildet (Saha et al., 2014). Es wurden höhere Konzentrationen 
von HIF in Kumuluszellen gefunden, die in einem niedrigen Sauerstoffmilieu kultiviert 
wurden, als bei solchen die bei 20% Sauerstoffgehalt während IVM in Kultur waren (Kind et 
al., 2015). Ist zu wenig Sauerstoff vorhanden, wird HIF aktiviert, was zu vermehrter Synthese 
von Hb führt. Somit kann mehr Sauerstoff gebunden werden. Die Regulation der 
Sauerstoffzufuhr im Follikel ist nicht nur hypoxieabhängig, sondern wird auch endokrin 
gesteuert. So kommt es nach dem LH Peak zu einem signifikanten Anstieg der HIF Aktivität 
und somit auch von Hämoglobin (Redding et al., 2007). In der vorliegenden Dissertation 
wurde eben in der in-vitro Gruppe HBA in equinem Kumulus gefunden, allerdings in 
signifikant kleinerer Menge als in der in-vivo Gruppe. Da die IVM unter 20% 
Sauerstoffgehalt durchgeführt wird, kann es sein, dass es in-vitro weniger Sauerstoffbindende 
Hb Moleküle braucht (Thompson et al., 2015). Es ist zu vermuten, dass die Oozyten in der in-
vivo Gruppe einerseits aus einem gut vaskularisierten sprungreifen Follikel stammen und sie 
andererseits schon ein LH Signal erhalten haben. Eventuell könnte eine Supplementierung 
von Hb die Entwicklungskompetenz von equinen Oozyten während der IVM verbessern. Die 
Theorie, dass es eine Hämoglobinarmut in Kumuluszellen während der IVM gibt, wurde 
untermauert, als die Zugabe von Ferrohämoglobin (Fe2+) im IVM Medium die 
Blastozystenrate verbesserte. Dies wurde in der Studie von Brown et al. (2015) gezeigt, in der 
eine positive Wirkung der Supplementierung von Hb auf das Entwicklungspotential von 
Mäuseembryonen unter IVM Bedingungen gezeigt werden konnte (Brown et al., 2015). Es 
müssen weitere Studien durchgeführt werden, um die Rolle von Hb im Rahmen der 
Maturation als regulierender Faktor für die Oxygenierung der KOK zu untermauern.  
7.2.8. Versican core Protein  
Das Versican Protein (Vcan) ist ein stark exprimiertes hyaluronbindendes Proteoglykan, 
welches ausgeprägt im Ovar der meisten Spezies vorkommt. Vcan mRNA wurde nach LH 
Stimulation in Mäusegranulosazellen und in der extrazellulären Matrix von KOK gefunden 
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(Russell et al., 2003b). Für die Formation der KOK Matrix ist nicht nur die Bildung von 
Hyaluron nötig, sondern auch etwas, das diese zusammenhält. Dies geschieht unter der 
Einwirkung von Vcan (Russell et al., 2003a). Die Kommunikation über gap junctions 
zwischen Kumuluszellen untereinander und zwischen Kumuluszellen und der Oozyte sowie 
ein funktionierender Austausch von Metaboliten innerhalb der Matrix des KOK ist für die 
Maturation und der Embryogenese von grosser Bedeutung (Zhang et al., 2005). Dunning et. al 
(2007) konnten zeigen, dass Vcan 6h nach hCG Stimulation in-vivo KOK von Mäusen 
hochreguliert war. Unter IVM Bedingungen konnte kein Anstieg von Vcan festgestellt werden 
(Dunning et al., 2007). Dieses Resultat stimmt mit den Ergebnissen aus der vorliegenden 
Studie (Abb. 16) überein, in der Vcan in der in-vivo Gruppe signifikant erhöht ist. Es ist also 
möglich, dass es in-vivo einen erheblichen Stimulus für die Induktion von Vcan geben muss, 
welcher unter in-vitro Bedingungen ungenügend ist. Es ist also denkbar, dass Vcan für die 
Kumulusexpansion und Maturation von Oozyten mitverantwortlich ist, indem es die 
Kumulusmatrix zusammenhält. Zudem könnte Vcan als Indikator für die Oozytenqualität 
unter IVM Bedingungen verwenden werden, wenn dessen Konzentration als 
Qualitätsmassstab verwenden wird.  
7.2.9. Inter-alpha-trypsin inhibitor 
Der Inter-alpha-trypsin inhibitor (ITIH) ist von der Funktion her ähnlich dem Vcan. Es 
stabilisiert die extrazelluläre Matrix der KOK. Man weiss, dass es direkt das neu gebildete 
Hyaluron untereinander verknüpft und so die Matrix im KOK stärkt. Dies konnten Chen et al. 
(1992 mit dem immunozytologischen Nachweis von ITIH in Kumuluszellen aus 
präovulatorischen Mäusefollikeln aufzeigen (Chen et al., 1992). Jessen und Odum konnten 
mittels gelelektrophoretischen Untersuchungen mit humaner Follikelflüssigkeit die 
Wichtigkeit von ITIH aufzeigen. Sie sehen die Bindung von ITIH an Hyaluronsäure als 
notwendig an für eine normale Expansion des KOK. Das Fehlen von ITIH konnte mit 
vermehrter Infertilität in Zusammenhang gebracht werden (Jessen and Odum, 2003). Weil 
ITIH stabilisierned auf den Kumulus wirkt, wird folglich eine mögliche Rolle von ITIH in der 
Aufnahme des KOK in den Eileiter vermutet. Dies kann daher abgeleitet werden, da ITIH in 
Kumuluszellen von erfolgreich in-vivo maturierten KOK vorkommt, aber nicht in erfolgreich 
in-vitro maturierten KOK oder in KOK, die in-vivo nicht erfolgreich maturiert wurden 
(Varani et al., 2002). In unserem Versuch ist ITIH in der in-vivo Gruppe signifikant erhöht 
und kann mit der erfolgreichen Maturation der Oozyten dieser Gruppe in Verbindung 
gebracht werden. Es konnten keine Studien über ITIH und dessen Einfluss auf die Maturation 
von Oozyten bei der Stute gefunden werden. Es müssten zuerst weitere Untersuchungen von 
ITIH durchgeführt werden, um unser Resultat zu bestätigen.  
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7.3. In-vitro hochregulierte Proteine 
7.3.1. Fatty acid-binding protein 3 
Fatty acid-binding proteine (FABP) sind für die Aufnahme, den Transport und den 
Metabolismus von Fettsäuren (FA) verantwortlich. Diese Proteine, welche aus dem 
Zytoplasma stammen und langkettige Fettsäuren sowie andere hydrophobe Substanzen 
binden, haben eine Rolle in der Modulation des Zellwachstums und der Proliferation von 
Zellen. Sie wirken zytoprotektiv und sind in allen Körperzellen vorhanden (Zimmermann et 
al., 1998). Die Synthese von FABPs ist erhöht, wenn es zu einer Zunahme von FA kommt 
(Sanchez-Lazo et al., 2014). In unserem Versuch war das FABP3 in der in-vitro Gruppe 
erhöht. Es deutet darauf hin, dass vermehrte FA unter in-vitro Bedingungen vorkommen. FA 
sind neben Glukose eine wichtige Energiequelle für die Oozyte. Freie FA kommen in der 
Follikelflüssigkeit und im intrazellulären Speicher von KOK vor (Leroy et al., 2005). Die 
Energie aus freien FA wird in den Mitochondrien via β-Oxidation aus FA produziert. Die 
oxidierten Fettsäuren (FAO) beeinflussen bei Mäuseoozyten nachgewiesenermassen positiv 
die Qualität von Oozyten in Bezug auf die Maturations- und Entwicklungskompetenz (Downs 
et al., 2009). Dasselbe konnte bei Rindern gezeigt werden (Kim et al., 2001). Sanchez et. al 
(2014) konnten diese Erkenntnisse beim Rind unter IVM Bedingungen bestätigen. Dazu 
fanden Sie in in-vivo und in-vitro maturierten bovinen Oozyten einen Unterschied in der 
Expression von FA codierenden Genen. Die signifikante Erhöhung von FABP3 in unserem 
Versuch deutet auf ein vermehrtes Vorkommen von FA hin und somit zu einer vermehrten 
FAO. Möglicherweise hat es im TCM199 zu viel Glucose, was zu Pyruvat und dann zu FA 
umgewandelt wird. Vielleicht gibt es einen „point of no return“, an dem die überschüssigen 
FA nicht mehr aufgenommen werden können. Diese Hypothese müsste allerdings mit 
verschiedenen Medien bzw. Glukosekonzentrationen untersucht werden. 
7.3.2. Secreted frizzled-related protein 4 
Es ist klar, dass verschiedene Proteine in den Mechanismus der Signalkaskade für die 
follikuläre Entwicklung eingreifen. Dazu gehört beispielsweise die Familie der „transforming 
growth factors“, der Insulin-like growth factor, die Proteinkinase C und das Signalprotein 
Wnt. Letzteres spielt eine wichtige Rolle im Zusammenhang mit dem Secreted frizzled-
related protein (SFRP4). Wnt agiert durch die Bindung von SFRP4 und wirkt durch seinen 
Einfluss am Zellzyklus proliferierend, differenzierend und apoptotisch (Maman et al., 2011). 
Es wurde gezeigt, dass vor allem bei der Anbildung eines Gelbkörpers die Expression von 
SFRP4 hochreguliert ist (Guo et al., 1998). Das erstaunt nicht, wenn man sich die rasche 
Anbildung eines Gelbkörpers vorstellt. 
Bei Betrachtung des zyklischen Ovars wird ersichtlich, dass auch die Apoptose dabei 
allgegenwärtig ist. In einer Studie von Maman et. al (2011) wurde erstmals das Vorkommen 
von SFR-Proteinen in humanen Granulosazellen gezeigt. Dabei war SFRP4 in den 
Granulosazellen von Antralfollikeln in hohen Konzentrationen nachweisbar. Demgegenüber 
ist SFRP4 in der präovulatorischen Phase nur in geringen Mengen vorhanden. Sie konnten 
weiter aufzeigen, dass dieses Protein eine inverse Korrelation zur Maturität von Oozyten hat. 
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So ist die Expression in Kumuluszellen von MII Oozyten am tiefsten. Diese 
Herunterregulation von SRFP4 in der präovulatorischen Phase konnte auf die Wirkung von 
LH zurückgeführt werden (Maman et al., 2011). Diese Erkenntnisse bestätigen unsere 
Ergebnisse bei equinen Kumuluszellen. Das SRFP4 ist bei unserem Versuch in der in-vitro 
Gruppe hochreguliert (Abb.23). Da SFRP4 bei der Anbildung eines Gelbkörpers in grossen 
Mengen vorkommt, bei der eine vermehrte Apoptose der Granulosa- und Kumuluszellen 
stattfindet, könnte davon ausgegangen werden, dass es unter IVM Bedingungen aufgrund der 
Hochregulation von SFRP4 ebenfalls zu vermehrter Apoptose kommt. Dies wiederum hätte 
einen direkten Einfluss auf die schlechtere Entwicklungskompetenz der Oozyten bei IVM. In 
der in-vivo Gruppe ist SFRP4 nicht hochreguliert, was mit dieser Argumentation bedeutet, 
dass es weniger Apoptose gibt. Mit dieser Überlegung würde sich die makroskopisch 
schlechtere Qualität der Kumuluszellen in der in-vitro Gruppe erklären lassen. Dies äusserte 
sich in Form von wenig expandiertem und in seiner Erscheinung eher kompaktem Kumulus. 
Da in der in-vivo Gruppe SRFP4 in kleineren Mengen vorkommt, kann man annehmen, dass 
die Kumuluszellen in-vitro schneller in Apoptose gehen. Somit könnte unter Umständen die 
Zeit eine limitierende Rolle in der Weiterverarbeitung der KOK für die IVM spielen. Zudem 
wäre SFRP4 damit ein weiterer möglicher Marker für die Maturationskompetenz der KOK in 
der IVM, falls sich in weiteren Studien zeigen sollte, dass die Menge an SFRP4 mit der 
Kumulusapoptose und damit mit der Maturation korreliert.  
7.3.3. Matrix metalloproteinase-19 und Hitzeschock 
Metalloproteinasen (MMP) sind eine Gruppe verwandter Enzyme, welche die Spaltung von 
Peptidbindungen von Proteinen katalysieren. Sie sind ausserhalb von Zellen in der 
extrazellulären Matrix lokalisiert, die sie im aktivierten Zustand abbauen können. Dies ist Teil 
des Gewebeumbaus, der bei verschiedenen biologischen Prozessen, wie der Wundheilung, 
dem Tumorwachstum oder der Embryogenese vorkommt (Ravanti and Kahari, 2000). Somit 
ist auch sein Vorkommen im zyklischen Ovar bzw. in den Kumuluszellen nachvollziehbar. In 
unserem Versuch ist als Vertreter der MMP die Matrix metalloproteinase-19 in der in-vitro 
Gruppe signifikant erhöht. MMP sind bereits gut untersuchte Proteine in der assistierten 
Reproduktion. Insbesondere die Metalloproteinase-9 (MMP9) scheint einen wesentlichen 
Einfluss auf die Entwicklungskompetenz von bovinen Oozyten zu haben. Es wurde beim Rind 
gezeigt, dass MMP9 exklusiv in Kumuluszellen vorkommt (Regassa et al., 2011). Es ist 
verantwortlich für die Expansion der Kumuluszellen, indem es Hyaluronsäure bindet und den 
Wachstumsfaktor transforming growth factor-β in seine aktive Form spaltet (Rispoli et al., 
2013). Ein vermehrtes Vorkommen von MMP9 in KOK ist mit einer erfolgreichen 
Fertilisation und mit einer erhöhten Entwicklungsrate von Blastozysten assoziiert. MMP9 
wurde somit als Marker für die Entwicklungskompetenz von bovinen Oozyten identifiziert 
(Robert et al., 2001). Interessante Versuche haben gezeigt, dass Hitzestress, insbesondere 
unter IVM Bedingungen, die Bildung von MMP9 reduziert. Somit ist auch die 
Entwicklungskompetenz von Oozyten beeinträchtigt. Bei KOK von Rindern wurde gezeigt, 
dass unter Hitzestress (2.5°C über der normalen Körpertemperatur), die Produktion von 
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Hyaluron und die Expansion von Kumuluszellen beeinträchtigt ist (Lenz et al., 1983). Die 
Kumuluszellen und deren Verbindung zur Oozyte via Gap-junctions werden für eine normale 
Maturation benötigt. Eine Reduktion von MMP9 durch Hitzestress scheint eine plausible 
Erklärung für eine schlechtere Entwicklungskompetenz unter IVM Bedingungen zu sein, da 
die Expansion der Kumuluszellen inhibiert wird (Rispoli et al., 2013). Eine weitere 
zusätzliche Wirkung von Hitzestress auf die Oozyte ist die vermehrte Bildung von 
Progesteron. Es wurde gezeigt, dass Progesteron eine zusätzliche Hemmung von MMP9 
bewirkt (Imada et al., 1997).  
Es konnte nachgewiesen werden, dass in-vitro maturierte KOK eine Hochregulierung der 
Matrix metalloproteinase-19 (MMP19) zeigen (Abb. 24). Angenommen, dass MMP19 in 
equinen Oozyten, eine ähnliche Wirkung wie MMP9 bei bovinen Oozyten hat, so könnte 
MMP19 bei equinen Oozyten mit einer positiven Entwicklungskompetenz in-vitro 
korrelieren. Die bei uns gemessenen Kumuluszellen stammen alle von Oozyten, welche eine 
erfolgreiche IVM durchgemacht haben. Somit würde sich die Hochregulation von MMP19 in 
der in-vitro Gruppe erklären lassen. Aufgrund unseres Versuchsaufbaus lässt sich über die 
weitere Entwicklungskompetenz keine Aussage machen, da die Oozyten nach erfolgreicher 
IVM nicht fertilisiert wurden. Die weitere Entwicklungskompetenz im Zusammenhang mit 
MMP19 wäre somit ein interessanter Ansatz für weitere Studien. 
7.3.4. Heatshock protein70-binding protein  
Ein weiteres Protein, welches in den Zusammenhang mit Hitzeschock gebracht wird, ist das 
heatshock protein70-binding protein (Hsp70). Wie es der Name sagt, bindet es das 
Hitzeschockprotein 70. Hsp70 spielt eine wichtige Rolle in der Regulation der 
Hitzeschockantwort, wirkt antiapoptotisch und hat unter anderem einen positiven Einfluss auf 
die Entwicklungskapazität von Oozyten (Neuer et al., 1998). Hsp70 ist erforderlich für eine 
effiziente Proteinfaltung im Zytoplasma und katalysiert den Nukleotidaustausch bei der RNA 
Synthese (Shomura et al., 2005). In unserem Versuch ist Hsp70bp in der in-vitro Gruppe 
hochreguliert (Abb. 25). Hsp70 spielt, wie das MMP9, eine wichtige Rolle während der 
Embryonalentwicklung. Wie das MMP9, hat eine Erhöhung von Hsp70, eine positive 
Wirkung auf das Embryonalwachstum. Eine erhöhte Konzentration von Hsp70 führt bei 
Mäusen zu einer besseren Blastozystenrate (Neuer et al., 1998). Es wurde nachgewiesen, dass 
Hsp70 für die Vollendung der Meiose II notwendig ist und dass die Bindung zwischen 
Spermium und Zona pellucida signifikant verbessert wird. In der gleichen Studie wurde die 
Präsenz von Hsp70 Antikörpern in Kulturmedien mit vermehrter Apoptose und schlechter 
Blastozystenbildung assoziiert (Matwee et al., 2001). So konnte nachgeweisen werden, dass 
es antiapoptotisch wirkt. Unter vermehrter Hitzebelastung wird Hsp70 vermehrt gebildet. 
Man kann daraus schliessen, dass es eine protektive Wirkung auf die Oozyte ausübt. Es kann 
die Hypothese aufgestellt werden, dass die vermehrte Produktion von Hitzeschockproteinen, 
wie dem Hsp70, eine normale Embryonalentwicklung unter suboptimalen Bedingungen 
begünstigt. Diese Behauptung scheint insofern plausibel zu sein, weil auch bei unserem 
Versuch eine Erhöhung von Hsp70bp, zu einer erfolgreichen Maturation in-vitro, 
80 
 
 
beziehungsweise zu einer Vollendung der Meiose II geführt hat. Interessant wäre zu sehen, in 
welcher Menge Hsp70 in KOK von Oozyten vorkommt, welche die Metaphase II nicht 
erreicht haben. 
7.3.5. Serpin B6 
Serpine sind Serinprotease-Inhibitoren, und gehören zur Familie der Plasminogenaktivatoren 
(PA). PA sind mit vielen Prozessen im Reproduktionstrakt assoziiert, wie z.B. Ovulation oder 
Embryonalentwicklung und –implantation (Vassalli et al., 1991a). Es gibt hunderte 
identifizierte Serpine, welche alle dieselbe Grundstruktur aufweisen, sich aber in kleinen 
Peptidvariationen unterscheiden. Somit wirken auch nicht alle Serpine auf die gleiche Weise 
inhibitorisch. Es gibt Serpine, welche eine kompetitive Hemmung (Schlüssel-Schloss-Prinzip) 
von Proteasen bewirken und solche die durch Konformationsänderungen der Zielprotease 
inhibitorisch wirken. Serpin B6 kommt, auf den Reproduktionstrakt bezogen, vermehrt im 
Eileiter vor, daneben aber auch in Endothelzellen, Epithelzellen, und in den endokrinen 
Organen Pankreas und Niere (Vassalli et al., 1991b). In unserem Versuch war Serpin B6 bei 
den in-vitro maturierten KOK signifikant hochreguliert, womit sein Vorkommen in 
Kumuluszellen bei der Stute nachgewiesen werden konnte. Vermehrt wird Serpin B6 auch 
von Mastzellen, Monozyten und neutrophilen Granulozyten gebildet. Es wird vermutet, dass 
Serpin B6 in diesen Zellen durch die Inhibition von lysosomalen Proteasen den vorzeitigen 
Zelluntergang verhindert. Serpine wurden in humanen Kumuluszellen nachgewiesen. Es 
wurden dabei höhere Serpin 2 Konzentrationen in kompakten humanen Kumuluszellen 
festgestellt als in expandierten (Devjak et al., 2012). Hohe Serpin E2 Konzentrationen sind 
also mit unreifen KOK zu assoziieren. Analoges konnte auch bei Kumuluszellen von Mäusen 
gezeigt werden (Lu et al., 2013). Serpin E2 kann somit als Indikator für unreife 
Kumuluszellen verwendet werden. Eine vermehrte Konzentration von Serpin E2 führte zu 
einer verminderten Produktion von Vcan und einer Erniedrigung der Konzentration von 
Hyaluron in der Kumulusmatrix. Dies führt zu einer supprimierten Kumulusexpansion und 
damit auch zu einer ausbleibenden Maturation von Oozyten (Lu et al., 2013). Es ist denkbar, 
dass Serpin B6 eine ähnliche Funktion wie Serpin 2 hat. Die KOK von den in-vitro 
maturierten Oozyten waren makroskopisch nicht gleich deutlich expandiert wie die in-vivo 
maturierten; zeigten vereinzelt sogar kompakte Erscheinungsformen (Abb. 8). Allerdings 
haben alle Oozyten einen Polkörper entwickelt und somit die Maturation beendet. Die 
Verbindung zu Vcan liefert eine mögliche Erklärung für die „bessere“ Expansion der KOK 
bei den in-vivo maturierten Oozyten. Vcan ist ein hyaluronbindendes Proteoglykan, welches 
die extrazelluläre Matrix der KOK zusammenhält und für die Kumulusexpansion 
mitverantwortlich ist. Es kann davon ausgegangen werden, dass Serpin B6, analog zum 
Serpin 2, die Bildung von Vcan inhibiert. Somit ist bei einer Hochregulation von Serpin B6  
in-vitro eine schlechtere Kumulusexpansion zu erklären. Ein möglicher Ansatz für die 
Verbesserung von IVM Ergebnissen wäre eine Hemmung von Serpin B6. Dies könnte 
beispielsweise mit Antikörpern gegen Serpin B6 geschehen. Das Vorkommen von Serpin B6 
in Kumuluszellen von Stuten wurde bisher nicht in der einschlägigen Literatur dokumentiert. 
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7.4. Schlussfolgerung 
In dieser Dissertation war die Zielsetzung, das Proteom von equinen Kumuluszellen aus in-
vivo und in-vitro maturierten KOK zu vergleichen. Die unterschiedlichen 
Maturationsbedingungen sorgten für die Hochregulation von verschiedenen Proteinen in den 
beiden Gruppen. Von den insgesamt 2060 detektierten Proteinen waren 242 unterschiedlich 
exprimiert, wovon 102 Proteine in der in-vivo Gruppe und 140 Proteine in der in-vitro Gruppe 
hochreguliert waren. Gemäss unserem Wissensstand und ausführlicher Literaturrecherche ist 
es die erste Arbeit, in der eine Proteomik Analyse von Pferdekumulus durchgeführt wurde. 
Diskutiert wurden jene hochregulierten Proteine, welche aus biologischer Sicht als besonders 
interessant betrachtet wurden. In der in-vivo Gruppe konnten dank der Enrichment Analyse 22 
Proteine in die biologische Gruppe „Komplement- und Koagulationskaskade“ eingeteilt 
werden. Es ist bekannt, dass das Komplementsystem als Teil des innaten Immunsystems in 
der Reproduktion eine wichtige Rolle spielt. Dies konnte mit der Hochregulation von 
wichtigen Faktoren wie beispielsweise der Komplement C3, Fibrinogen, und Antithrombin-III  
in der in-vivo Gruppe bestätigt werden. Es sind alles Faktoren, welche an der Ovulation 
beteiligt sind und die Maturation positiv beeinflussen. Vor allem Komplement C3 könnte 
zukünftig ein vielversprechendes Protein bei der Stute für die IVF sein. Mit einem potentiell 
positiven Einfluss auf die IVM und der Rolle in der Interaktion zwischen Spermium und 
Oozyte bietet es sich an, um seine Rolle im Rahmen von Ovulation und Fertilisation weiter zu 
charakterisieren. Weitere, neue Erkenntnisse aus der Gruppe der in-vivo hochregulierten 
Proteinen, wie beispielsweise das Vorkommen von CRISP in Kumuluszellen oder die 
Abhängigkeit von ZP3R vom Komplementsystem, geben neue Ideen für zukünftige 
Versuchsansätze.  
Die Kumuluszellen aus der in-vitro Gruppe waren insgesamt weniger deutlich expandiert und 
inhomogen in ihrem Verteilungsmuster, was auf Zellschädigungen hindeutet. Dies 
wiederspiegelt sich auch in den nachgewiesenen Proteinen. Einige von ihnen wirken 
zytoprotektiv, so wie beispielsweise das FABP oder die MMP. Andere Proteine finden sich in 
der Literatur im Zusammenhang mit oxidativem Stress, Hitzeschock oder Apoptose. Diesen 
Themen wurde in der Vergangenheit für in-vitro Versuche möglicherweise zu wenig 
Aufmerksamkeit geschenkt. Das Hsp70 wirkt protektiv auf Oozyten unter Hitzeschock. 
Möglicherweise könnte durch dessen Einbezug in IVM Medien die Entwicklungskompetenz 
der Oozyten verbessert werden. 
Über das Vorkommen von Serpin B6 in equinen Kumuluszellen wurde hier das erste Mal 
berichtet. Die Erkenntnisse aus der Humanmedizin, dass Serpin B2 als Indikatorprotein für 
unreifen, kompakten Kumulus dienen kann, könnte bei der Stute auf Serpin B6 adaptiert 
werden. Dazu sind weitere Uuntersuchungen nötig, welche vielversprechende Rückschlüsse 
auf den Reifegrad von Oozyten liefern könnten.  
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9. ANHANG 
9.1. Produktverzeichnis 
9.1.1. Aspirationspipette „micro classic“ (Handling-Pipette): Brand GmbH+Co,    
97877 Wertheim, Deutschland 
9.1.2. Mikropipetten BLAUBRAND®, BRAND GmbH und Co. KG, Wertheim, 
Deutschland 
9.1.3. Bildbearbeitungsprogramm: Cronus 
9.1.4. Eppendorf-Tube: Sarstedt, 1.5 ml Röhrchen, 51588 Nümbrecht, Deutschland 
9.1.5. Inkubator: Sanyo CO2 Inkubator (38.5°C, 5% CO2), Labtec Services, 5612 
Villmergen, Schweiz 
9.1.6. Mikroskop: Olympus IX71, Gynemed Medizinprodukte GmbH, 23738 Lensahn, 
Deutschland 
9.1.7. Heizplatten und Heizbehälter von Minitube, Minitüb GmbH, Tiefenbach, 
Deutschland 
9.1.8. Plastikpipetten: Plastic-Tip Ejector, Gilson (Schweiz) AG, 8932 Mettmenstetten, 
Schweiz (0.2-2µl, 20µ, 1-10µl, 20-200µl, 1000µl) 
9.1.9. Spritzen 10ml und 20ml, BD DiscarditTM II mit Luer Ansatz, Becton Dickinson 
AG, Allschwil, Schweiz 
9.1.10. 10er Einwegskalpelle mit Griff, Swann-Morton, Sheffield, England 
9.1.11. Falconröhrchen 15ml und 30ml, CELLSTAR®TUBES, Greiner bio-one, 
Frickenhausen, Deutschland 
9.1.12. Petri-Schalen 
9.1.13. Uhrgläser von Duran Group GmbH, Wertheim/Main, Deutschland, bezogen 
bei Carl  Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 
9.1.14. Kulturschalen, Greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland 
9.1.15. Stripper-Pipette: Origio, Midatlantic Devices, MXL3-STR, 2760 Måløv, 
Dänemark 
9.1.16. Zählkammer nach Neubauer : Faust Laborbedarf AG, 8201 Schaffhausen, 
Schweiz 
9.1.17. Sonoreaktor, UTR 200, Hielscher Ultrasonics GmbH, Deutschland 
9.1.18. Qubit® Protein Assay Kit, Life Technologies, Carlsbad, California, USA 
9.1.19. Zentrifugenfilter Ultracel-30 Membran, Merck Millipore, Darmstadt, 
Deutschland 
9.1.20. Massenspekrometer, Thermo Scientific, USA 
9.1.21. Nano HPLC System, EASY-nLC 1000, Thermo Scientific, Deutschland 
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9.2. Medienverzeichnis 
9.2.1. DMEM Hepes, hergestellt im Labor am Tierspital Zürich durch Frau B.  
Pineroli 
 15.57g DMEM/F-F12, HEPES, Powder, Life Technologies 42400-010 
 0,05g Gentamycinsulphate 50µg/ml, Sigma G3632 
 1.125g NaHCO3 1,125g/L, Sigma S5761 
 1000ml H2O, Ampuwa Fresenius 
 1g BSA (FAF), Sigma A7030/pH=7.2, Osmolarität=277 
9.2.2. DMEM Advanced, hergestellt im Labor am Tierspital Zürich durch Frau B. 
Pineroli 
 100ml Advanced DMEM/F12, Life Technologies 12634-010 
 0,005g Gentamycinsulphate (50µg/ml), Sigma G 3632 
 1.25ml Glutamax (200mM) 365 mg/L, Life Technologies 35050-038 
 0,22g NaHCO3 2,2g/Liter, Sigma S5761 
 0,1g BSA 1mg/ml, Sigma A7030 
 5µl EGF 50ng/ml, Sigma E4127 
9.2.3. NaCl 0.9% Fresenius, Fresenius Kabi AG, Oberdorf NW, Schweiz 
9.2.4. Heparin „Bichsel“ 5000 IE/ml, Dr. G. Bichsel AG, Unterseen Schweiz 
9.2.5. DPBS: Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
     89555 Steinheim, Deutschland 
9.2.6. Penicillin: 1g Bencylpenicillinum natricum, Streuli Pharma AG, 8730 Uznach, 
Schweiz 
9.2.7. Trypsin: Trypsin-EDTA-Lösung, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 89555 
Steinheim, Deutschland 
9.2.8. Hormone: 1 aliquot (25µl) hormone (P.G. 600 Veterinaria) 
 -400 I.U. PMSG +200 I.U. hCG Trockensubstanz 
 -lösen in 1ml 0,9% NaCl 
9.2.9. Hoechst-33258 Färbung: 10µl Hoechst (12,5µg/µl) + 10µl PBS+30µl Glycerol 
9.2.10. Paraformaldehyde, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 04-479Q, München,  
Deutschland 
9.2.11. Paraformaldehyd 3%: 0,3g Paraformaldehyd in 10ml PBS im Wasserbad auf 
60°C Erwärmt. Bis zum Klären der Lösung wurde tropfenweise 10 n 
Natronlauge der Lösung zugesetzt und anschließend ein pH-Wert von 7,4 
durch Hinzufügen von 1n Salzsäure eingestellt. Die Lösung wurde bei -20°C 
gelagert und zum Gebrauch im Wasserbad bei 37°C aufgetaut. 
9.2.12. Trypanblau Lösung, Sigma T6146, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 89555 
Steinheim, Deutschland 
9.2.13. SDS Lysepuffer (4% SDS, 100 mM Tris/HCL pH 8,2, 0,1 M DTT-
dithiothreitol) 
9.2.14. UT Puffer (Urea 8M in 100mM Tris/HCL pH8,2) 
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9.3. Protokoll zur Oozytengewinnung 
In-vivo Gruppe 
Vorbereitung: 
 Waschtropfen mit 100μl PBS (100 ml Flasche; Sigma Aldrich 
D8537+Glukose+Pyruvat) in 60mm Petrischalen (2x4 Tropfen) mit Mineralöl 
übergiessen. 
 Stripper Pipette (3μl und 1μl) 
 Handling Pipette 
 Trypsin 1:5 verdünnt: 1 Teil Trypsin (20μl), 4 Teile PBS D8538+Glukose+Pyruvat 
(80μl) 
 Trypanblau verdünnen: 75μl Trypanblau mit 25μl PBS mischen 
 1,5 ml Proberöhrchen mit 7μl Trypsin 1:5 und mit Follikel ID beschriften 
 1,5 ml Proberöhrchen mit 4μl Trypanblau für die Neubauerzählkammer 
 
Verarbeitung: 
1. Der KOK wurde in 4 Tropfen von 100μl PBS (mit Mineralöl übergossen) gewaschen. 
2. Der KOK wurde unter dem Mikroskop in seinem längsten Durchmesser vermessen 
und die Bilder wurden mit der Follikel ID datiert. 
3. Die Kumuluszellen wurden mit einer 3μl Stripperpipette von der Oozyte getrennt. 
4. 3 μl Kumulus wurde mit der Stripperpipette aspiriert und in ein Proberöhrchen mit 7μl 
Trypsin (1:5) gegeben. 
5. Das Proberöhrchen wurde 10 min. bei 37°C gehalten und 5 x hoch und runter 
pipettiert in einer Wiederholung von 2 x. 
6. Nach 10 min. pipettierte man 1μl Kumulus Suspension in ein Proberöhrchen mit 4 μl 
Trypan Blue (Zähllösung). 
7. Die restliche 9 μl Kumulus Suspension wurden dann in flüssigem Stickstoff 
eingefroren. 
8. Die Zähllösung wurde 10-mal hoch und runter pipettiert mit einer 10μl Pipette. Die 
Neubauerzählkammer wurde auf einer Seite mit der gesamten Suspension gefüllt. 
Gezählt wurden grosse weisse, kleine weisse und grosse blaue Kumuluszellen. 
9. Höchst Färbung der Oozyte: 
-Alle überschüssige Kumuluszellen die an der Oozyte kleben in Trypsin auflösen 
-Die Oozyte 4x in PBS waschen 
-Die Oozyte für 15 min. in Formalin legen 
      -Die Oozyte mit einer Stripperpipette auf einen Objektträger geben (mit Kreis 
markieren) 
-Überschüssige Flüssigkeit aspirieren 
-6μl Höchst Lösung in einer Diagonalen aus Tropfen über die Oozyte geben 
-Deckglas vorsichtig mit einer Pinzette darauf geben, sodass keine Luft 
eingeschlossen wird 
-Alle vier Ränder vom Deckglas mit Klebstoff versiegeln 
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In-vitro Gruppe 
Vorbereitung: 
Tag 1 
 Waschtropfen mit 100μl DMEM Advanced in 60 mm Petrischalen (2x4 Tropfen) mit 
Mineralöl übergiessen 
 Maturationstropfen: 975μl DMEM Advanced + Hormone (siehe Protokoll für diese 
Medien). Man brauchte 50μl Tropfen für 10 Oozyten oder 30μl Tropfen für 5 Oozyten 
in einer 35 mm Petrischale, mit Mineralöl übergossen 
 Die Wasch- und Maturationstropfen wurden 1 h vor dem Gebrauch bei 38.5 °C und 
5% CO2, präinkubiert 
 DMEM Hepes wurde im Wärmeschrank auf 37°C aufgewärmt 
 Die Oozyten wurden 30 h in-vitro maturiert, in DMEM und Hormonen 
  
Tag 2 
 1.5 h in DMEM Hepes bei Raumluft auf Wärmeplatte 
 Waschtropfen mit 100μl PBS (100 ml Flasche; Sigma Aldrich 
D8537+Glukose+Pyruvat) in 60mm Petrischalen (2x4 Tropfen) mit Mineralöl 
übergiessen 
 Stripper Pipette (3μl und 1μl) 
 Handling Pipette 
 Trypsin 1:5 verdünnt: 1 Teil Trypsin (20μl), 4 Teile PBS D8538+Glukose+Pyruvat 
(80μl) 
 Trypanblau verdünnen: 75μl Trypanblau mit 25μl PBS mischen 
 1.5 ml Proberöhrchen mit 7μl Trypsin 1:5 füllen, und mit Follikel ID beschriften 
 1.5 ml Proberöhrchen mit 4μl Trypanblau füllen, für die Neubauerzählkammer 
 
Verarbeitung: 
10. Der KOK wurde in 4 Tropfen von 100μl PBS (mit Mineralöl übergossen) gewaschen 
11. Der KOK wurde unter dem Mikroskop in seinem längsten Durchmesser vermessen, 
und die Bilder wurden mit der Follikel ID datiert. 
12. Die Kumuluszellen wurden mit einer 3μl Stripperpipette von der Oozyte getrennt. 
13. 3 μl Kumulus wurde mit der Stripperpipette aspiriert und in ein Proberöhrchen mit 7μl 
Trypsin (1:5) gegeben. 
14. Das Proberöhrchen wurde 10 min. bei 37°C gehalten, und 5 x hoch und runter 
pipettiert, in einer Wiederholung von 2 x. 
15. Nach 10 min. pipettierte man 1μl Kumulus Suspension in ein Proberöhrchen mit 4 μl 
Trypan Blue (Zähllösung) 
16. Die restliche 9 μl Kumulus Suspension wurden dann in flüssigem Stickstoff 
eingefroren. 
17. Die Zähllösung wurde 10x hoch und runter pipettiert mit einer 10μl Pipette. Die 
Neubauerzählkammer wurde auf einer Seite mit der gesamten Suspension gefüllt. 
Gezählt wurden grosse weisse, kleine weisse und grosse blaue Kumuluszellen 
18. Höchst Färbung der Oozyte: 
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-Alle überschüssigen Kumuluszellen die an der Oozyte kleben in Trypsin auflösen 
-Die Oozyte 4x in PBS waschen 
-Die Oozyte für 15 min. in Formalin legen 
-Die Oozyte mit einer Stripperpipette auf einen Objektträger geben (mit Kreis 
markieren) 
-Überschüssige Flüssigkeit aspirieren 
-6μl Höchst Lösung in einer Diagonalen aus Tropfen über die Oozyte geben 
-Deckglas vorsichtig mit einer Pinzette darauf geben, sodass keine Luft 
eingeschlossen wird 
-Alle vier Ränder vom Deckglas mit Klebstoff versiegeln 
9.4. Tabelle mit allen signifikant unterschiedlich exprimierten Proteinen 
In dieser Tabelle sind alle 248 signifikant unterschiedlichen Proteine aus der Uniprot 
Datenbank für Pferde gelistet. Für Proteine, die auf das gleiche homologe Protein verweisen, 
ist die Accession grau hinterlegt. In Klammer wird die entsprechende homologe 
Proteingruppe mit der Anzahl der zugehörigen equinen Uniprot Accessions genannt. Für die 
Überrepräsentationsanalyse mit Hilfe der STRING-Datenbank wurde jeweils die equine 
Uniprot Accession mit dem höchsten Confidence-Score verwendet, diese sind mit einem 
Stern markiert. Die Tabelle zeigt neben den Daten zur Identifikation der Proteine die 
normalisierten Mittelwerte aus der Progenesis QI Analyse sowie deren Transformation mit 
dem Arkussinus Hyperbolicus (Arcsinhyp), der auch für die Abbildungen im Ergebnisteil 
verwendet wurde. 
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